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1 EINLEITUNG 4
1 EINLEITUNG
1.1 Karzinogenese
Ein Tumor entsteht durch die Vermehrung von körpereigenen entarteten Zellen. Ein all-
gemeines Kennzeichen fast aller Krebszellen ist eine genomische Instabilität, verursacht
entweder durch vererbte Mutationen in Genen, die die genomische Integrität überwachen,
oder durch Mutationen, die sich in somatischen Zellen während der Tumorentstehung an-
sammeln [1]. Die Ursachen von Krebs sind meist komplexe Aberrationen im Genom der
entarteten Zellen. Solche Aberrationen erstrecken sich auf Mutationen in kodierenden
und regulatorischen Sequenzen, Veränderungen der Ploidie, kleine genomische Verviel-
fältigungen, große Ampliﬁkationen, strukturelle Umordnungen, homozygote Deletionen
und Verlust der Heterozygosität. Die durch die genetischen Veränderungen ausgelöste
Transformation von einer normalen Zellen zu einer Tumorzelle geht mit einer Störung
der zellulären Regulations- und Abwehrmechanismen einher [2]. Krebs ist somit das Er-
gebnis einer Störung unter anderem der genomischen Integrität, der Wachstumskontrolle,
der zellulären Diﬀerenzierung, der Proliferation und der Apoptose.
Krebs entsteht als Ergebnis einer Abfolge von somatischen Mutationen, teilweise unter
Beteiligung einer vererbten Prädisposition [3]. Nach der Mehrschritt-Theorie der Krebs-
entstehung entwickelt sich ein maligner Tumor meist über viele Jahre durch Ansamm-
lung einer Reihe von Defekten in verschiedenen Genen. Eine Mutation verleiht der Zelle,
in der sie sich ereignet, einen klonalen Selektionsvorteil und stellt eine erste Stufe in
Richtung Malignität dar. Die Akkumulation einer speziﬁschen Kombination genetischer
Veränderungen bis zu einem kritischen Punkt verursacht schließlich den malignen Phä-
notyp. Nach der klonalen Entwicklungstheorie geht das Tumorwachstum in der Regel
von einer einzigen transformierten somatischen Zelle aus. Die Zelle proliferiert und bil-
det eine zunächst monoklonale Zellformation. Die genetische Instabilität der Tumorzellen
führt jedoch schließlich zu einer zunehmenden Tumorheterogenität [2]. Durch zusätzliche
Mutationen in den klonalen Tumorzellen entstehen Subklone, die unterschiedliche Fähig-
keiten zur Inﬁltration und Metastasierung aufweisen.
Eine genetische Prädisposition ist bei 5-10% aller menschlichen Tumore verantwortlich
bzw. mitverantwortlich. Familiäre Tumorsyndrome werden durch eine Keimbahnmutati-
on in einem Tumorgen verursacht. Die Mehrheit der vererbten Krebsgene wird scheinbar
in den meisten adulten Geweben exprimiert, obwohl sich bei Trägern einer Keimbahnmu-
tation in einem solchen Gen oft nur ein begrenztes Spektrum an Krebs manifestiert [4].
Obwohl das Konzept von verzweigten Signalwegen oder alternativer Genfunktion in un-
terschiedlichen Geweben hilft, die Gewebespeziﬁtät des Krebsspektrums in Mutations-
trägern zu erklären, scheint die Erklärung noch unvollständig. Die Phänotypen zwischen
Individuen, die dieselbe Keimbahnmutation tragen, variieren. Dies ist zu beobachten, da
andere genetische und Umweltfaktoren zusätzlichen Einﬂuss ausüben.
Als klassische Tumorgene werden Proto-onkogene/Onkogene und Tumorsuppressorge-
ne verstanden. Darüber hinaus können auch DNA-Reparaturgene, Apoptosegene sowie
Telomerasegene zu Tumorgenen transformieren.
Proto-onkogene/Onkogene
Proto-onkogene sind normale zelluläre Gene, deren Genprodukte Proliferation, Mobilität
und Diﬀerenzierung von Zellen regulieren [2]. Sie sind meist eine Komponente eines kom-
plexen Netzwerks der intrazellulären Signaltransduktion, an dessen Ende die mitotische
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Teilung der Zelle steht. Proto-onkogene werden nach der Funktion ihrer Genprodukte in
fünf Gruppen eingeteilt [3]:
 sezernierte Wachstumsfaktoren
 Wachstumsfaktor-Rezeptoren und Rezeptoren an der Zelloberﬂäche
 Komponenten der intrazellulären Signaltransduktion
 nukleäre DNA-bindende Proteine und Transkriptionsfaktoren
 Komponenten im Netzwerk der Zykline, zyklinabhängige Kinasen und Kinaseinhi-
bitoren.
Es gibt verschiedene Mechanismen, die Proto-onkogene zu einem Onkogen aktivieren
können. Ampliﬁkation, Punktmutation, chromosomale Umstrukturierung, die zu einem
neuen chimären Gen führt, Translokation in einen Bereich mit aktiver Transkription und
Deregulierung der Genexpression sind mögliche genetische Veränderungen. Das Ergebnis
ist eine deregulierte, gesteigerte Funktion (gain of function) des Onkogens bzw. Onkopro-
teins. Der Defekt wirkt sich dominant aus, d.h. ein einziges mutiertes Allel beeinträchtigt
den Phänotyp der Zelle. Zurzeit sind über 100 Onkogene bekannt, die bei Tumoren durch
Mutationen dominant aktiviert werden [3].
Tumorsuppressorgene
Tumorsuppressorgene sind normale zelluläre Gene, deren Genprodukte negative Regula-
toren z.B. von Wachstum und Zellzyklus sind [2]. Eine fehlende Bildung des Genprodukts
bzw. ein fehlerhaftes Genprodukt bewirkt den Funktionsverlust (loss of function) des Tu-
morsuppressors und damit ein dereguliertes Wachstum der Zellen. Genetische Verände-
rungen zeigen ein rezessives Verhalten, d.h. eine tumorpromovierende Wirkung entsteht
durch Veränderungen beider Allele in einem Tumorsuppressorgen. Ein Modell dafür ist
die zwei-Treﬀer (two hit)-Hypothese der biallelischen Geninaktivierung beim Retinoblas-
tom [5, 6]:
Das Retinoblastom ist ein aggressiver Tumor im Kindesalter. Etwa 40% sind familiär
bedingt und zeigen eine dominante Vererbung mit unvollständiger Penetranz. Das fa-
miliäre Retinoblastom tritt im Gegensatz zum sporadischen häuﬁg beidseitig auf und
ereignet sich in einem früheren Lebensalter. Knudson stellte 1971 [5] die Hypothese auf,
dass alle Retinoblastome zwei Treﬀer erfordern, von denen bei der familiären Form einer
bereits vererbt wird. Das familiäre Retinoblastom ist in diesem Modell das Ergebnis von
zwei Mutationen, wobei der Defekt an einem Allel durch eine Keimbahnmutation ver-
erbt wurde, die maligne Transformation jedoch erst durch eine somatische Mutation des
zweiten Allels ausgelöst wird. Die Funktion des später identiﬁzierten Tumorsuppressors,
das Retinoblastomgen (Rb1), liegt in der Kontrolle des Zellzyklus in der G1/S-Phase.
Es kann jedoch nicht immer darauf geschlossen werden, dass familiäre und sporadische
Krebsformen dem gleichen Entwicklungsprozess folgen.
Tumorsuppressorgene können durch Punktmutationen oder Deletionen (Verlust der He-
terozygotie) inaktiviert werden. Ein weiterer Mechanismus ist die Methylierung des Pro-
motors, die die Transkription des Gens stilllegt [3].
DNA-Reparaturgene [2, 3]
Die DNA-Reparatur dient der Behebung von Schäden der DNA, die während der DNA-
Replikation oder als Folge mutagener Einﬂüsse auftreten können. Reparatursysteme sind
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in der Lage, DNA-Schäden zu erkennen und durch die reguläre Sequenz zu ersetzen.
Während des Reparaturprozesses wird der Zellzyklus solange unterbrochen bis der Scha-
den behoben ist oder der programmierte Zelltod wird eingeleitet, wenn sich der Schaden
nicht reparieren lässt. Defekte in Genen des Reparatursystems führen zu einer Anhäu-
fung von Mutationen und genetischer Instabilität. Es gibt unter anderem Defekte der
Nukleotidexzisionsreparatur, der Basenexzisionsreparatur, Defekte bei der Reparatur von
DNA-Doppelstrangbrüchen und Defekte bei der Reparatur von Replikationsfehlern. Die
erhöhte Mutationsrate erleichtert eine Tumorentstehung. DNA-Reparaturgene wirken in
der Regel als Tumorsuppressoren.
Apoptosegene [2]
Apoptose bezeichnet den Prozess des programmierten Zelltodes, der durch die betrof-
fene Zelle selbst gesteuert und initiiert wird. Sie ermöglicht ein natürliches Gleichge-
wicht zwischen Zellvermehrung und Zellelimination. Apoptose kann durch eine Reihe
von Zellschädigungen, durch speziﬁsche Signale, bei Fehlen von Wachstumsfaktoren oder
inadäquater Wachstumsstimulation ausgelöst werden. Veränderungen in Apoptosegenen
führen zu einer Störung der Regulation der Apoptose oder der Apoptose selbst und sind
mitverantwortlich für die Krebsentstehung.
Telomerasegene [2, 3]
Die Teilungsfähigkeit menschlicher Zellen ist normalerweise zeitlich eingeschränkt, da
sich bei jeder Zellteilung die Endabschnitte der Chromosomen  die Telomere  um etwa
50100 bp verkürzen. Tumorzellen besitzen jedoch die Fähigkeit, sich unbegrenzt zu tei-
len; sie erlangen einen Zustand der Immortalisierung. Dieses Phänomen ist das Ergebnis
einer Enzymaktivität (Telomerase), die verlorengegangene Telomerabschnitte ergänzen
und stabilisieren kann. Neben Keimzellen können einige Tumorzellen die dafür verant-
wortliche Telomerase produzieren.
1.2 Grundlagen des familiären Mammakarzinoms
1.2.1 Epidemiologie des Brustkrebses
Brustkrebs ist in Deutschland wie auch weltweit die häuﬁgste Karzinomdiagnose der
Frau, die ein Lebenszeitrisiko von 9,2% besitzt an Brustkrebs zu erkranken. Daraus lässt
sich errechnen, dass jede elfte Frau in Deutschland im Verlauf ihres Lebens davon betrof-
fen sein wird. Männer erkranken im Vergleich 50- bis 100-mal seltener an Brustkrebs [7].
Nach Schätzung der Dachdokumentation Krebs am Robert Koch-Institut wurde im
Jahr 2004 bei über 57.000 Frauen die Diagnose Mammakarzinom gestellt, von denen
etwa 23.200 unter 60 Jahre alt waren. Das entsprach einem Anteil von etwa 27,8% an
allen Krebsneuerkrankungen bei Frauen. Die Inzidenz stieg in den letzten Jahren stetig
an. Das mittlere Erkrankungsalter lag bei 63 Jahren und damit sechs Jahre unter dem
durchschnittlichen Krebs-Erkrankungsalter für alle Krebsarten [8].
Über alle Brustkrebsstadien betrachtet, beträgt die relative 5-Jahres-Überlebensrate für
Mammakarzinompatientinnen heute etwa 81% [8]. Die Prognose bei Brustkrebs ist somit
gegenüber anderen bösartigen Neubildungen relativ gut. Seit Mitte der 1990er Jahre be-
obachtet man trotz eines Anstiegs der Inzidenz eine rückläuﬁge Sterberate. Dieser Trend
beruht unter anderem auf der Verbesserung der Diagnosetechnik, adäquaten Früher-
kennungsmaßnahmen und einem gestiegenen Bewusstsein für das Mammakarzinom in
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der Bevölkerung. So wird ermöglicht, dass die Erkrankung frühzeitig aufgespürt werden
kann und damit mit einer besseren Überlebensaussicht verbunden ist. Trotzdem liegt das
Mammakarzinom auf Platz eins der Krebstodesursachenstatistik der Frauen und ist für
17,9% der Mortalität an Krebs verantwortlich. Im Jahre 2004 waren es 17.592 Frauen in
Deutschland, die an Brustkrebs starben [8].
1.2.2 Risikofaktoren für Brustkrebs
Mammakarzinome treten am häuﬁgsten postmenopausal auf und sind zum größten Teil
sporadischer Genese, d.h. unabhängig von vererbten genetischen Faktoren. Für die Ent-
stehung von Brustkrebs ist eine große Anzahl von Risikofaktoren bekannt. Dazu gehören
allgemein höheres Lebensalter, frühe Menarche, späte Menopause, Nullipara oder ein hö-
heres Alter bei der Geburt des ersten Kindes. Umgekehrt scheinen ausgetragene Schwan-
gerschaften in jungen Jahren, mehrere Geburten und längere Stillzeiten das Brustkrebs-
risiko zu verringern [8, 9]. Östrogen- und progesteronhaltige Ovulationshemmer nehmen
nur einen geringfügigen Einﬂuss, während bei der postmenopausalen Hormonersatzthe-
rapie die Indikation genau geprüft werden sollte [10, 11]. Adipositas, Bewegungsarmut,
Ernährung und ionisierende Strahlung (z.B. Mammographie-Screening) scheinen eben-
falls mit einer Risikoerhöhung verbunden zu sein.
Auf der anderen Seite haben epidemiologische Studien gezeigt, dass bei weiblichen Ver-
wandten ersten Grades von Frauen, die an Brustkrebs erkrankt sind, das Risiko für bös-
artige Neubildungen in der Brust im Vergleich zur Allgemeinbevölkerung um etwa das
Doppelte erhöht ist [12]. Die familiäre Häufung kann Ausdruck eines einzelnen Gende-
fekts, aber auch eines multifaktoriellen Geschehens unter Beteiligung exogener Faktoren
und/oder mehrere Gene sein. Brustkrebs gehört wie die meisten Krebsarten zur Grup-
pe der komplexen Erkrankungen, in dem Sinne, dass er durch das Zusammenspiel von
Genen und Umweltfaktoren entsteht [13].
1.2.3 Erblichkeit und Familiarität
Eine genetische Disposition für Brustkrebs wird bei etwa 5-10% der erkrankten Frauen
als Ursache gesehen [14]. In den letzten Jahren sind zahlreiche Untersuchungen durchge-
führt worden, mit dem Ziel, die genetische Basis hinter dieser Prädisposition aufzuklären.
Mittlerweile ist eine Einteilung der gefundenen Suszeptibilitätsallele für Brustkrebs in
drei deﬁnierte Klassen verfügbar: seltene Allele mit hoher Penetranz, seltene Allele mit
mäßiger Penetranz und verbreitete Allele mit niedriger Penetranz [12].
Folgende Tabelle stellt die Klassen und Hauptmerkmale der Suszeptibilitätsallele nach
Stratton und Rahman (2008) [12] zusammen.
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Suszeptibilitätsgene mit Suszeptibilitätsgene mit Suszeptibilitätsgene mit
hoher Penetranz mäßiger Penetranz niedriger Penetranz
Risikovarianten
multiple; verschiedene multiple; verschiedene
SNPs
Mutationen Mutationen
Frequenz selten ≤ 0.1% selten ≤ 0.6% verbreitet 5-50%
Relatives
10 - 20 fach 2 - 4 fach
bis zu 1,25-fach (heterozygot)
Brustkrebsrisiko oder 1,65-fach (homozygot)
Primäre
Kopplungsanalyse,
Direkte Untersuchung
AssoziationsstudieIdentiﬁzierungs-
Positionsklonierung
von Kandidatengenen nach
Strategie kodierenden Variationen
Suszeptibilitätsgene BRCA1, BRCA2
ATM, CHEK2
rs1045485 (CASP8)
bzw. TP53, PTEN
BRIP1, PALB2
rs2981582 (FGFR2)
-allele STK11/LKB1, CDH1
rs3803662 (TOX3)
rs889312 (MAP3K1)
rs3817198 (LSP1)
rs13281615 (8q)
rs13387042 (2q)
Seltene Suszeptibilitätsgene für Brustkrebs mit hoher Penetranz
Zu den Hochrisiko-Brustkrebssuszeptibiliätsgenen zählen BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN,
STK11/LKB1 und CDH1.
BRCA1 und BRCA2
Die beiden wichtigsten Brustkrebsgene BRCA1 und BRCA2 wurden in den 1990er Jah-
ren durch Kopplungsanalyse und anschließende Positionsklonierung identiﬁziert [1518].
BRCA1 ist auf Chromosom 17q21, BRCA2 auf Chromosom 13q12 lokalisiert. Pathoge-
ne Mutationen in BRCA1 und BRCA2 gehen mit einem etwa 10- bis 20-fach erhöhten
relativen Risiko für Brustkrebs einher. Das bedeutet ein 30−60%-iges Risiko mit 60 Jah-
ren an Brustkrebs zu erkranken, verglichen mit 3% in der allgemeinen Bevölkerung [12].
Keimbahnmutationen in BRCA1 oder BRCA2 verleihen ein hohes Lebenszeitrisiko für
das Mamma- und Ovarialkarzinom. Das Lebenszeitrisiko für Brustkrebs wird zwischen
46− 85% für BRCA1- und 43− 84% für BRCA2-Mutationsträgerinnen angegeben [14].
Frauen mit der identischen Mutation in einem dieser Gene können jedoch ein unterschied-
liches Risikoproﬁl aufweisen, beeinﬂusst durch zusätzliche Faktoren. Bei Mutationsträ-
gerinnen wird die Erstdiagnose Brustkrebs durchschnittlich mit 42 Jahren gestellt, etwa
20 Jahre früher als über alle Brustkrebsfälle gemittelt [19]. Mutationen in BRCA1 oder
BRCA2 gehen folglich mit einem früh auftretenden Brustkrebs einher. Die Krebsdispo-
sition wird als autosomal dominantes Merkmal in Familien, bei denen eine Mutation
segregiert, weitergegeben. BRCA1 und BRCA2 wirken auf zellulärer Ebene jedoch im
Sinne der Tumorsuppressoren als rezessive Gene. Mutationen in BRCA1 und BRCA2
begründen etwa 16% des familiären Risikos für Brustkrebs [12].
Obwohl BRCA1 und BRCA keine ersichtlichen Sequenzhomologien aufweisen, besitzen
sie dennoch eine Reihe von Gemeinsamkeiten [14, 19, 20]. Beide Gene haben eine relativ
komplexe genomische Struktur und Größe: BRCA1 besteht aus 22 Exonen und kodiert
für ein Protein mit 1.863 Aminosäuren, während BRCA2 27 Exone besitzt und für ein
3.418 Aminosäuren-Protein kodiert. Im Gegensatz zu vielen anderen Tumorsuppressor-
genen zeigen sie eine relativ geringe Konservierung zwischen unterschiedlichen Spezies,
mit der Ausnahme weniger kleiner Domänen. Beide Gene wirken als Sensoren von DNA-
Schäden und sind an Reparaturprozessen beteiligt. Bei ihrer Inaktivierung akkumulieren
genetische Defekte und genetische Instabilität entsteht.
Das BRCA1-Protein hat Funktionen in DNA-Reparatur, Ubiquitinierung von Proteinen,
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Chromatinumbau und Kontrolle des Zellzyklus [14, 21]. Es kann BRCA2, p53, RAD51
und viele andere Proteine binden, die in den Zellzyklus und die Antwort auf DNA-
Schäden involviert sind. BRCA1 wird durch die Proteine ATM und CHEK2 als Antwort
auf DNA-Schäden phosphoryliert. Zellen ohne funktionsfähiges BRCA1 gehen nach DNA-
Schäden nicht in den G2-Zellzyklusarrest und weisen eine unzureichende Transkriptions-
gebundene Reparatur auf [19].
Das BRCA2-Protein ist involviert in die Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen durch
homologe Rekombination und in die Aufrechterhaltung chromosomaler Integrität [21]. Es
kann u.a. BRCA1 und RAD51 binden [19]. Biallelische Mutationen in BRCA2 verursa-
chen die seltene Form D1 der Fanconi Anämie (FA-D1) [22]. FA ist eine rezessive Erb-
krankheit und ist charakterisiert durch multiple Fehlbildungen, Pigmentanomalien der
Haut, progressiven Knochenmarksschwund und eine mit steigendem Alter starke Zunah-
me bösartiger Erkrankungen, v.a. von Leukämien. Diese Erkrankung ist genetisch hete-
rogen, d.h. durch Mutationen in verschiedenen Genen bedingt, die alle zu chromosomaler
Instabilität führen. Es wird jedoch als unwahrscheinlich angesehen, dass Mutationen in
anderen FA-Genen eine wichtige Ursache für hochpenetrante Brustkrebsprädisposition
sind [14].
Die Prävalenz heterozygoter Träger einer krankheitsverursachenden Mutation ist in der
kaukasischen Bevölkerung etwa 1 : 1.000 (0,051%) für BRCA1 bzw. 1 : 750 (0,068%) für
BRCA2 [23]. Sie variiert jedoch erheblich zwischen Populationen. In geographisch oder
kulturell isolierten ethnischen Gruppen, wie der aschkenasisch jüdischen, isländischen
oder ﬁnnischen Bevölkerung, sind Gründermutationen in hoher Frequenz zu ﬁnden [24].
BRCA1- oder BRCA2-Mutationsträgerinnen haben neben einem erhöhten Risiko für das
Brust- und Ovarialkarzinom auch ein erhöhtes Risiko, andere Krebsarten zu entwickeln.
Für BRCA1-Mutationsträger wird ein erhöhtes relatives Risiko für das Kolon-, Zervix-,
Uterus-, Pankreas- und Prostatakarzinom vermutet. Bei BRCA2-Mutationsträgern und
-trägerinnen ist ein erhöhtes relatives Risiko für das männliche Mammakarzinom, das
Gallenblasen-, Gallengangs-, Magen-, Pankreas-, Prostata-, Knochen- und Pharynxkar-
zinom sowie für das maligne Melanom beobachtet worden [14]. Ferner haben Träger
einer BRCA1- oder BRCA2-Mutation, die bereits in ihrer Vergangenheit an Brustkrebs
erkrankt sind, ein 65%-iges Risiko für ein zweites primäres Mammakarzinom bis zu einem
Alter von 70 Jahren [24]. Obwohl BRCA1 und BRCA2 in gleichen zellulären Prozessen
wirken, sind Mutationen in den zwei Genen mit einem unterschiedlichen Krebsproﬁl as-
soziiert.
STK11/LKB1 [14, 24]
Das Gen STK11/LKB1 beﬁndet sich auf Chromosom 19p13.3 und kodiert für eine Serin-
Threonin-Kinase, die als Tumorsuppressor agiert. Keimbahnmutationen in diesem Gen
verursachen das Peutz-Jeghers Syndrom (PJS). Angaben zur Prävalenz reichen von 1 :
8.900 bis 1 : 280.000. Bei PJS-Patienten kann nicht immer eine Mutation in STK11/LKB1
gefunden werden, was für eine heterogene Grundlage der Erkrankung spricht. PJS ist ei-
ne autosomal dominante Erkrankung, gekennzeichnet durch gastrointestinale Polyposis
und mukokutane pigmentierte Läsionen. Patienten haben ferner ein erhöhtes Risiko für
gastrointestinale Tumore, sowie für das Mamma-, Pankreas-, Ovarial-, Uterus-, Zervix-,
Lungen- und Hodenkarzinom mit einem Anteil von 37−93%, die einen solchen Krebs bis
zu einem Alter von 65 Jahren entwickeln. Das Risiko bis zu einem Alter von 65 Jahren an
Brustkrebs zu erkranken, liegt zwischen 29 und 54% mit einem durchschnittlichen Alter
bei der Diagnose von 45 Jahren.
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PTEN [14, 24]
Das Tumorsuppressorgen PTEN ist auf Chromosom 10q23.3 lokalisiert und kodiert für
eine dual-speziﬁsche Phosphatase, deren Defekt das Cowden Syndrom (CS) verursacht.
Die Prävalenz der Erkrankung wird mit 1 : 300.000 angegeben. CS ist eine seltene auto-
somal dominante Erkrankung, die durch multiple Hamartome der Haut, der Brust, der
Schilddrüse, des Magendarmtrakts und des Zentralnervensystems und einem erhöhten
Risiko für das Mamma-, Uterus- und nichtmedulläre Schilddrüsenkarzinom gekennzeich-
net ist. Frauen, die eine Keimbahnmutation in PTEN tragen, haben ein Lebenszeitrisiko
von 25 − 50% für Brustkrebs mit einem durchschnittlichen Alter bei Diagnose der Er-
krankung von 38-46 Jahren. In Brustkrebsfamilien, die sonst keine Zeichen des Cowden
Syndroms aufweisen, ist jedoch noch keine Mutation im PTEN-Gen gefunden worden.
TP53/p53 [14, 24]
Das TP53-Gen beﬁndet sich auf Cromosom 17p13.1 und kodiert für ein Protein, das in
die Kontrolle des Zellzyklus, der Apoptose und der DNA-Reparatur involviert ist. Ein
Verlust der TP53-Funktion supprimiert einen Mechanismus, welcher gegen die Akkumu-
lation genetischer Alterationen schützt. TP53 fungiert als Tumorsuppressor. Somatische
TP53-Mutationen sind sehr häuﬁg in vielen verschiedenen Tumortypen zu ﬁnden. Keim-
bahnmutationen in TP53 sind sehr selten und bedingen das Li-Fraumeni Syndrom (LFS),
ein familiäres Krebsdispositions-Syndrom. Die Krebsneigung wird autosomal dominant
vererbt. Weltweit sind weniger als 400 Familien mit einer solchen Keimbahnmutation
bekannt. Es ist charakterisiert durch multiple primäre Neoplasien im Kindes- und jun-
gen Erwachsenenalter, bevorzugt Weichteilsarkome, Osteosarkome und Brustkrebs, sowie
durch ein erhöhtes Risiko für Gehirntumore, Leukämien und das adrenokortikale Karzi-
nom. Eine der häuﬁgsten Krebsarten in einer LFS-Familie ist das Mammakarzinom mit
einer geschätzten Penetranz bei Trägern einer TP53-Mutation von 28 − 56% bis zu ei-
nem Alter von 45 Jahren. LFS ist besonders assoziiert mit früh auftretendem Brustkrebs
mit einem Durchschnittsalter bei Diagnose von 36 Jahren. Da Mutationen in TP53 sehr
selten sind, ist dieses Gen nur zu einem geringen Teil für das familiäre Mammakarzinom
verantwortlich.
CDH1/E-cadherin [14]
Das Gen CDH1/E-cadherin ist auf Chromosom 16q22.1 lokalisiert. Keimbahnmutationen
in diesem Gen sind mit dem vererbten diﬀusen Magenkrebs Syndrom (HDGC-Syndrom)
assoziiert. Es wird autosomal dominant mit unvollständiger Penetranz vererbt. In einer
HDGC-Familie haben Frauen, die eine CDH1-Mutation tragen, ein geschätztes kumula-
tives Risiko für ein diﬀuses Magenkarzinom von 83% bei einem Alter von 80 Jahren. Das
Lebenszeitrisiko, ein Mammakarzinom zu entwickeln, wird mit 20− 40% angegeben.
Keimbahnmutationen in den vier Genen STK11/LKB1, PTEN, TP53 und CDH1 sind
sehr selten und werden bei Patientinnen mit Brustkrebs ohne andere klinische Zeichen
des jeweiligen Krebsprädispositionssyndroms kaum gefunden.
Mutationen in den beschriebenen sechs Suszeptibilitätsgenen mit hoher Penetranz sind
wahrscheinlich maximal für 20% des familiären Risikos der Erkrankung Brustkrebs ver-
antwortlich (vgl. Abbildung 1).
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Abbildung 1: Brustkrebssuszeptibilität.
Eine genetische Disposition wird für 5-10% aller Mammakarzinome als Ursache angenom-
men. Etwa 73% des familiären Brustkrebsrisikos bleiben bis heute ungeklärt.
Bis heute konnte durch genomweite Kopplungsanalysen einer großen Anzahl von Fami-
lien, die keine Mutation in BRCA1 oder BRCA2 aufweisen, kein zusätzliches hochpe-
netrantes Brustkrebsgen identiﬁziert werden. Es wird jedoch vermutet, dass, falls doch
weitere solche Gene existieren sollten, diese nur einen kleinen Anteil der familiären Prä-
disposition begründen. Die verbleibenden etwa 80% des familiären Risikos für Brustkrebs
werden den Suszeptibilitätsgenen mit mäßiger Penetranz und den Suszeptibilitätsallelen
mit niedriger Penetranz zugerechnet [12].
Seltene Suszeptibilitätsgene für Brustkrebs mit mäßiger Penetranz
Die Strategie der Identiﬁzierung mäßig penetranter Allele ist die direkte Suche nach
krankheitsverursachenden Mutationen in ausgewählten Kandidatengenen. Gute Kandi-
datengene für Brustkrebs sind beispielsweise solche Gene, die für Proteine kodieren, die in
denselben biologischen Signalwegen oder Prozessen interagieren wie BRCA1 und BRCA2.
Bis heute konnten mit dieser Methode vier Gene identiﬁziert werden: ATM, CHEK2,
PALB2 und BRIP1 [12].
ATM [14]
Das ATM-Gen ist auf Chromosom 11q22-23 lokalisiert. Das ATM-Protein hat eine zen-
trale Funktion in der Wahrnehmung und Signalisierung von DNA-Doppelstrangbrüchen.
Strahlung führt zu einer Autophosphorylierung und damit Aktivierung von ATM. Die
ATM-Kinaseaktivität hat viele Substrate, einschließlich TP53, BRCA1 und CHEK2. Ho-
mozygote oder compound-heterozygote Keimbahnmutationen im ATM-Gen sind ursäch-
lich für die seltene autosomal rezessive Erkrankung Ataxia teleangiectasia (AT). Die ge-
schätzte Inzidenz für AT liegt zwischen 1 : 40.000 bis 1 : 100.000. AT ist charakterisiert
durch zerebelläre Degeneration, Teleangiektasien in Augen und Haut, Immundeﬁzienz,
chromosomale Instabilität, erhöhte Sensitivität für ionisierende Strahlung und stark er-
höhte Suszeptibilität für Krebs, besonders für Leukämien und Lymphome, aber auch für
das Mammakarzinom. Bei heterozygoten Mutationsträgerinnen ist die Einschätzung des
Risikos für Brustkrebs kontrovers.
CHEK2 [14, 25]
Das CHEK2-Gen beﬁndet sich auf Chromosom 22q12.1. Es kodiert für eine G2 Kontroll-
punkt-Kinase, die eine wichtige Rolle in der DNA-Reparatur hat und als Antwort auf
DNA-Schädigung durch Phosphorylierung von ATM aktiviert wird. Die Aktivierung von
CHEK2 führt zur Phosphorylierung weiterer Schlüsselproteine des Zellzyklus, einschließ-
lich BRCA1 und TP53. CHEK2 wurde als Suszeptibilitätsgen aufgrund der Mutation
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CHEK2* 1100delC identiﬁziert, welche ein mäßig penetrantes Suszeptibilitätsallel für
Brustkrebs darstellt.
PALB2 [26, 27]
PALB2 kodiert für ein Protein, das mit BRCA2 interagiert und mit dessen nukleärer
Lokalisation und Stabilität in Verbindung steht. Das PALB2-Protein wird für einige
Funktionen von BRCA2 in der homologen Rekombination und der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrüchen benötigt. Biallelische Mutationen in PALB2, ähnlich zu den bial-
lelischen BRCA2-Mutationen, sind für die Form N der Fanconi Anämie verantwortlich
(FA-N). Monoallelische krankheitsrelevante Mutationen verursachen ein 2,3-fach erhöh-
tes Risiko für Brustkrebs.
BRIP1 [28]
BRIP1 (auch BACH1) kodiert für eine Helikase, die mit BRCA1 interagiert und ebenfalls
eine BRCA1-unabhängige Funktion in der DNA-Reparatur und Kontrolle von Check-
points aufweist. Träger einer monoallelischen inaktivierenden Mutation im BRIP1-Gen
tragen eine Prädisposition für Brustkrebs. Das relative Risiko liegt etwa bei 2,0. Bialle-
lische Mutationen in BRIP1 verursachen die Unterform J der Fanconi Anämie (FA-J).
In jedem der vier Gene ATM, CHEK2, PALB2 und BRIP1 sind verschiedene krank-
heitsverursachende Mutationen gefunden worden, wobei jedoch jede dieser Mutationen
sehr selten ist. In Studien unter der allgemeinen UK-Bevölkerung sind 0,6% heterozygot
für eine CHEK2-Mutation, etwa 0,4% sind heterozygote Träger einer ATM-Mutation,
für BRIP1 oder PALB2 liegt die Fraktion heterozygoter Mutationsträger bei weniger als
0,1% [12]. CHEK2, ATM, BRIP1 und PALB2 haben viele Gemeinsamkeiten mit BRCA1
und BRCA2, gehen jedoch nur mit einem zwei- bis vierfach erhöhten relativen Risiko
für Brustkrebs einher. Träger einer Mutation in einem mäßig penetranten Brustkrebsgen
haben so ein 6 − 10%-iges Risiko im Alter von 60 Jahren diese maligne Erkrankung zu
erleiden. In der Allgemeinbevölkerung liegt das Risiko bei etwa 3%. Nach Schätzungen
verursachen Mutationen in diesen vier Genen einen Anteil von 2 bis 3% des familiären
Brustkrebsrisikos [12] (vgl. Abbildung 1).
In der Gruppe der seltenen Suszeptibilitätsgene für Brustkrebs mit mäßiger Penetranz
kann noch das seltene autosomal dominante Muir-Torre-Syndrom erwähnt werden, das
durch Mutationen in den Genen MSH2 oder MLH1 verursacht wird. Es ist vor allem mit
multiplen benignen und malignen Talgdrüsentumoren sowie Karzinom innerer Organe,
v.a. des Kolons, assoziiert. Patienten weisen ein etwa 2- bis 3-fach erhöhtes Brustkrebs-
risiko auf [13].
Verbreitete Suszeptibilitätsallele für Brustkrebs mit niedriger Penetranz
Weit verbreitete Allele, die das Brustkrebsrisiko geringfügig erhöhen, können durch ge-
nomweite SNP-Analysen in Assoziationsstudien mit einer großen Anzahl an Fällen und
Kontrollen identiﬁziert werden [12]. Die Frequenz einer genetischen Variante in betrof-
fenen Individuen - den Fällen - wird zu der in Individuen ohne die Erkrankung - den
Kontrollen - verglichen. Eine allelische Assoziation ist gegeben, wenn die Genotypen-
verteilung (Frequenz) unter den Fällen und den Kontrollen verschieden ist. Im Gegen-
satz hierzu besitzen Kopplungsstudien nicht die statistische Power, Allele mit einem nur
moderaten Risiko auf die Erkrankung zu detektieren. Bisher konnten nur wenige sta-
tistisch zuverlässige Suszeptibilitätsallele mit niedriger Penetranz gefunden werden, die
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auch in anderen Studien repliziert werden konnten. Fünf der gefundenen Risikoallele
liegen innerhalb Regionen mit Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD)
und umfassen proteinkodierende Gene: CASP8 (rs1045485), FGFR2 (rs2981582), TOX3
(rs3803662), MAP3K1 (rs889312) und LSP1 (rs3817198) [2932]. Eine Assoziation kann
durch diese Gene oder auch andere Gene in dieser Region bzw. durch noch nicht bekannte
genetische Elemente bedingt sein. Zwei der bekannten Suszeptibilitätsallele, rs13281615
(8q) und rs13387042 (2q), liegen in Regionen mit keinem bekannten proteinkodierenden
Gen [29, 31]. Auch wenn eine krankheitsverursachende Variante identiﬁziert worden ist,
ist nicht immer ersichtlich, welches Gen den Eﬀekt vermittelt. Die bisher gefundenen
Gene mit niedriger Penetranz unterscheiden sich von den oben beschriebenen dadurch,
dass sie keine Rolle in der DNA-Reparatur spielen.
Das relative Brustkrebsrisiko, das mit dem Tragen einer einfachen Kopie eines solchen
Risikoallels assoziiert ist, reicht von 1,07 bis 1,26. Die Prävalenz jedes Risikoallels ist mit
28− 87% sehr hoch. Da sie jedoch nur mit einem niedrigen Brustkrebsrisiko verbunden
sind, ist ihr Beitrag zum familiären Brustkrebsrisiko mit etwa 4% ebenfalls gering [12]
(vgl. Abbildung 1).
Eine immer noch große Fraktion (>70%) des familiären Brustkrebsrisikos bleibt bis heute
ungeklärt. Es wird vermutet, dass ein großer Anteil der familiären Häufung dieser Er-
krankung wahrscheinlich durch eine Koinzidenz vieler Suszeptibilitätsallele mit geringem
Risiko bedingt ist [12]. In einem polygenetischen Modell sind viele Suszeptibilitätsallele
additiv oder multiplikativ, zusammen mit Umweltrisikofaktoren, für Brustkrebs verant-
wortlich, jedoch nicht mit einem einzelnen Gen, das eher eine große Fraktion der fa-
miliären Aggregation ausmacht. Individuen, die wenige solcher Allele tragen, haben im
Vergleich zu denjenigen, die viele davon tragen, ein niedrigeres bis allgemeines Popula-
tionsrisiko. Ferner kann das mitochondriale Genom ein zusätzliches genetisches Element
mit niedriger Penetranz für Brustkrebs darstellen und das individuelle Risiko modiﬁ-
zieren. Die Betrachtung großer Familien mit vielen Fällen, die an Brustkrebs in jungen
Jahren erkrankt sind, lässt jedoch auch vermuten, dass weitere hochpenetrante autosomal
dominante Gene für Brustkrebs existieren.
1.3 Strategien zur Identiﬁzierung von Krankheitsgenen
Es gibt verschiedene Strategien, Krankheitsgene zu identiﬁzieren. Krankheitsgene sind
Gene, die Mutationen tragen oder einer veränderten Regulation unterliegen, was zur Ent-
stehung einer Erkrankung führt. Man unterscheidet die funktionsspeziﬁsche Klonierung,
die positionelle Klonierung, das positionsunabhängige und das positionelle Kandidaten-
genverfahren [33]. Ferner können Chromosomenanomalien auf die genetische Lokalisation
des Defekts hinweisen.
Bei der funktionsspeziﬁschen Klonierung wird das Krankheitsgen aufgrund von In-
formationen über die Funktion des Genprodukts bestimmt. Durch biochemische und
zellbiologische Untersuchungen kann ein Protein identiﬁziert werden, aus dessen Ami-
nosäuresequenz Rückschluss auf die Basensequenz gezogen und das dazugehörige Gen
identiﬁzieren werden kann [33].
Das positionsunabhängige Kandidatengenverfahren geht von der Frage aus, in wel-
chem bekannten Gen eine Mutation eine bestimmte Krankheit verursachen könnte [3].
Die Erkrankung wird mit phänotypisch ähnlichen Erkrankungen beim Menschen oder
Tieren verglichen, für die der genetische Defekt bereits bekannt ist. Kandidatengene stel-
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len solche Gene dar, die eine ähnliche Funktion aufweisen oder der gleichen Genfamilie
angehören.
Bei der positionellen Klonierung und dem positionellen Kandidatengenverfah-
ren ist von dem gesuchten Krankheitsgen nur die Zuordnung zu einer chromosomalen
Teilregion bekannt [3]. Informationen über die Pathogenese der Erkrankung oder die
Funktion des Genprodukts sind nicht notwendig. Die chromosomale Zuordnung kann
durch eine Kopplungsanalyse mit anschließender Haplotypenanalyse (vgl. Abschnitt 2.3)
oder durch chromosomale Anomalien erhalten werden. Während bei der positionellen
Klonierung in einem relativ zeitintensiven Schritt die Kandidatenregion kloniert werden
muss und die darin enthaltenen Gene erfasst werden müssen, ist dieser Schritt im posi-
tionellen Kandidatengenverfahren wesentlich erleichtert. Durch die Arbeit des Human
Genome Project sind physikalische und genetische Kartierungen der bisher bekannten
menschlichen Gene im Genom verfügbar. Die Gene in der Kandidatenregion können mit
Hilfe einer computergestützten Recherche in Genom-Datenbanken (z.B. USCS Genome
Browser unter http://genome.ucsc.edu/) ermittelt werden. Wichtig ist zu beachten, dass
bei diesem Kandidatengenverfahren nur solche Gene analysiert werden können, die be-
reits bekannt sind.
Unter den Genen, die sich in einer Kandidatenregion beﬁnden, sind solche als Kandida-
tengene in Erwägung zu ziehen, die aufgrund ihrer Funktion oder einem entsprechenden
Expressionsmuster bei Mutation den Phänotyp der Erkrankung hervorrufen könnten. Ei-
ne Beweismöglichkeit, dass ein Kandidatengen tatsächlich das gesuchte Gen ist, ist die
Suche nach patientenspeziﬁschen Mutationen in der Gensequenz. Die Auswirkung einer
möglichen pathogenen Mutation auf die Erkrankung muss jedoch durch weitere funktio-
nelle Studien bestätigt werden.
Das positionelle Kandidatengenverfahren ist in dieser Arbeit die gewählte Strategie, um
bei der untersuchten Brustkrebs-Familie das verantwortliche Gen zu ﬁnden.
Die folgende Abbildung zeigt die angewendete Vorgehensweise:
Abbildung 2: Logik des positionellen Kandidatengenverfahrens.
1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit
In der vorliegenden Arbeit sollte mittels des positionellen Kandidatengenverfahrens und
einer größeren Familie, in der das Mammakarzinom in einer autosomal dominanten Wei-
se segregiert, nach einem neuen Brustkrebs-Gen gesucht werden. Im Vorfeld wurden
bereits Mutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2, die vor allem ursächlich für das
familiäre Mamma- und Ovarial-Syndrom sind, ausgeschlossen. Bei einer daraufhin durch-
geführten genomweiten Kopplungsanalyse mit dem GeneChip Human Mapping 50K XbaI
(Aﬀymetrix) war unter anderem ein Bereich auf Chromosom 17q22 auﬀällig, in dem das
BRIP1-Gen lokalisiert ist. Die anschließende Sequenzierung dieses bekannten Suszeptibi-
litätsgens zeigte jedoch keine pathogene Veränderung.
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Eine detaillierte Auswertung der Kopplungsdaten unter Annahme von sporadischen Phä-
nokopien bei ein oder zwei betroﬀenen Familienangehörigen weisen auf acht Kandidaten-
regionen in acht unterschiedlichen chromosomalen Regionen hin. In jeder dieser Regionen
könnte das gesuchte Krankheitsgen mit einer vernünftigen Wahrscheinlichkeit zu ﬁnden
sein.
Im Folgenden wurde die Kopplung der acht Kandidatenregionen mit der Erkrankung
Brustkrebs mittels einer Genotypisierung von Mikrosatelliten-Markern bestätigt und die
genauen Grenzen der Kopplungsbereiche bestimmt. Nach Identiﬁzierung der darin liegen-
den Kandidatengene wurde mittels direkter Sequenzanalyse nach brustkrebsassoziierten
Mutationen in einigen ausgewählten Genen gesucht.
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2 MATERIAL, PATIENTEN UND METHODEN
2.1 Verwendete Geräte, Software und Reagenzien
2.1.1 Geräte und Software
Gerät Modell Hersteller/Quelle
DNA-Thermocycler T1-Thermoblock Biometra®
DNA-Thermocycler T-Gradient Thermoblock Biometra®
DNA-Thermocycler T3000-Thermoblock Biometra®
Dunkelhaube biostep Dark Hood DH-30/32 biostep GmbH
Dunkelhaube Software Argus X1 Version 4.0.81 biostep GmbH
Dunkelhaube Drucker Digital Monochrome Printer
P93DW
Mitsubishi Electric
Sequenzer 3130xl Genetic Analyser Applied Biosystem
Genotyper Software GeneMapper®Software
Version 3.7
Applied Biosystem
Sequenzing Analysing
Software Version 5.2 Patch2
Applied Biosystem
Sequenzier Software SeqManTM II expert
sequence analysis software
DNASTAR
Chromas Version 2.23 Technelysium Pty Ltd
Spektralphotometer NanoDrop®ND-1000
Spectrophotometer
NanoDrop Technologies
Spektralphotometer
Software
NanoDrop ND-1000
Version 3.5.2
Coleman Technologies
Inc.
Vortexer VORTEX-GENIE2® Scientiﬁc Industries Inc.
Mini Centrifuge Qualitron
Tischzentrifuge Mini Centrifuge Labnet Internationel
Inc.
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus
Laborwage SBC 52 Scaltec Instruments
Pipetten
Eppendorf Reference 10, 100, 1000 Eppendorf
Eppendorf Multipipette®plus Eppendorf
Elektrophoresekammer
mit Zubehör
Blue Marine 200 Serva Electrophoresis
GmbH
Netzgerät Blue Power Plus BP-Plus Serva Electrophoresis
GmbH
Haplotypen Software HaploPainter Version 029-5 http://haplopainter.
sourcefor ge.net
Editor ApE-A plasmid Editor
Version 1.12
http://www.biology.
utah.edu/jorgensen/
wayned/ape
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2.1.2 Reagenzien
Reagenz Beschreibung Hersteller
dNTP Set: dATP,
dCTP, dGTP, dTTP
100 mM dNTP-Lösung metabion international
AG
H2O ultrasteril Water Puriﬁcation Systems Millipore
10× PCR Puﬀer 0,5 M KCl
0,2 M Tris-HCl (pH 8,3)
15 mM MgCl2
ad 30 ml H2O
/
h-Taq
am eigenen Institut
exprimierte und gereinigte
Taq-Polymerase
/
DMSO Dimethylsulfoxide 1ml STRATAGENE®
5× Q-Solution Q-Solution, 5x konzentriert QIAGEN
5× AccoPrimeTM GC-
Rich DNA Polymerase
2 U/µl AccoPrimeTM GC-
Rich DNA Polymerase
invitrogenTM
5× Buﬀer A 300 mM
Tris-HCl (pH 9.2)
10 mM MgSO4
150 mM NaCl
1 mM dGTP
1 mM dATP
1 mM dTTP
1 mM dCTP
thermostabile
AccuPrimeTMProteine
Enhancers
invitrogenTM
GeneScanTM 500
RoxTM Size Standard
8 nM, enthält 16 einzelsträngi-
ge Fragmente (35, 50, 75, 100,
139, 150, 160, 200, 250, 300,
430, 350, 400, 450, 490 und
500 Basen)
Applied Biosystem
HiDiTM Formamide hoch deionisiertes Formamid Applied Biosystem
Exonuclease I 10 U/µl Exonuclease I USB Corporation
Antarctic Phosphatase 5,000 U/ml Antarctic
Phosphatase
New England
BioLabs®Inc.
BigDye®Termina-
tor v1.1/ Sequencing
Standard Kit
Kit beinhaltet u.a.
fertigen Reaktions-Mix und
5× BigDye Sequencing Buﬀer
v1.1/v.3.1
Applied Biosystem
Ethanol 100% Ethanol p.a. 100% Merck
Agarose Biozym LE Agarose
Biozym Scientiﬁc
und Biozym Biotech
Trading GmbH
Ethidiumbromid Ethidiumbromid-Lösung
0,07%
AppliChem GmbH
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5× TBE 54,0 g TRIS
27,5 g Boric acid
20 ml 0,5M EDTA-Solution
(pH 8.0)
ad 1000 ml H2O
/
1 Kb Plus DNA-Leiter
1 µg/µl, enthält 20
doppelsträngige DNA-
Fragmente von 100 bp bis
12 kb
invitrogenTM
2.2 Patienten
Der Stammbaum der Familie, die in dieser Studie molekulargenetisch untersucht wurde,
ist in Abbildung 3 dargestellt. Die Familie besteht aus vier Generationen (I - IV) und
zeigt mit sieben Frauen (1-3, II-10, III-1, III-5, III-6, III-7 und III-9), die an Brustkrebs
erkrankt sind, eine deutliche Häufung dieser Krebsart in der Familie. Die Erstdiagnose
Brustkrebs wurde bei mindestens sechs der sieben Frauen (II-10, III-1, III-5, III-6, III-7
und III-9) vor dem fünfzigsten Lebensjahr gestellt. Es liegt somit eindeutig ein familiäres
Mammakarzinom vor. In die molekulargenetische Untersuchung konnten elf Personen (II-
5, II-6, II-7, II-10, II-12, II-13, III-1, III-5, III-6, III-7 und III-9) aus den Generationen
III und IV einbezogen werden. Weitere Familienmitglieder waren bereits verstorben oder
standen für die Untersuchung nicht zur Verfügung. Person II-10 ist ebenfalls bereits
verstorben, es stand jedoch eine DNA-Probe für die molekulargenetische Untersuchung
zur Verfügung. Ferner wurden die Kinder in fünfter Generation (nicht im Stammbaum
dargestellt) nicht berücksichtigt, da in dieser Generation aufgrund des jungen Alters keine
prädiktiven Aussagen gemacht werden sollten.
Abbildung 3: Ausschnitt aus dem Stammbaum der untersuchten Familie.
Zeichenerklärung: männlich (), weiblich (◦); an Brustkrebs erkrankt (•), nicht an Brust-
krebs erkrankt (,◦); grau hinterlegte Personen mit Fragezeichen standen für die Analyse
nicht zur Verfügung; Angabe des Alters bei Erstdiagnose (ED) Brustkrebs, Seite der betroﬀe-
nen Brust (links, rechts). Mit einem Querstrich versehene Symbole kennzeichnen verstorbene
Familienmitglieder.
Die Analyse des Stammbaums lässt auf eine autosomal dominante Vererbung des Gen-
defektes in der Familie schließen, der die Erkrankung Brustkrebs bedingt. Da jedoch in
2 MATERIAL, PATIENTEN UND METHODEN 19
dritter Generation die Frauen II-5, II-7 und II-12 nicht bzw. noch nicht den Phänotyp
Mammakarzinom aufweisen, wirkt sich der Defekt mit unvollständiger Penetranz aus.
Diese drei Frauen sind obligate Carrier, d.h. Überträgerinnen des Gendefekts. Ein X-
chromosomal gebundener Vererbungsmodus erweist sich in der Stammbaumanalyse als
unwahrscheinlich. Der X-gekoppelte Gendefekt hätte über die Männer 1-1 und 1-6 wei-
tergegeben werden müssen. Bei diesen ist jedoch keine Erkrankung Brustkrebs bekannt.
Im Vorfeld der Arbeit wurde bereits aus peripheren Blutproben der elf zu untersuchenden
Familienmitglieder DNA nach einem Standard-Protokoll isoliert. Für die Verwendung in
der Kopplungsanalyse mit Mikrosatelliten-Markern und in der Sequenzierung wurde die
DNA mit ultrasterilem H2O auf eine Konzentration von 40ng/µl verdünnt.
2.3 Die Methode der familiären Kopplungsanalyse
2.3.1 Die Kopplungsanalyse
Ziel der Kopplungsanalyse [3]
Die Kopplungsanalyse dient der Untersuchung der Kosegregation einer bestimmten Er-
krankung mit einer bestimmten chromosomalen Region. Sie ist der erste Schritt im Rah-
men des positionellen Kandidatengenverfahrens (vgl. Abschnitt 1.3). Die Analyse bedarf
großer Familien mit einer familiär gehäuft auftretenden Erkrankung. Die in die Untersu-
chung einbezogenen Individuen müssen phänotypisch genau charakterisiert sein. Durch
eine Stammbaumanalyse können zusätzliche obligate Genträger identiﬁziert werden.
Für die Kopplungsanalyse werden DNA-Marker genotypisiert, die über das gesamte Ge-
nom verteilt sind. Ein Marker ist ein beliebiges Merkmal, mit dessen Hilfe man einen
Chromosomenabschnitt in einem Stammbaum verfolgen kann. Er liegt in jedem Indi-
viduum in zwei oder mehreren Allelen vor, die nach den Mendelschen Regeln vererbt
werden. Die verwendeten genetischen Marker sollen zwei Kriterien erfüllen: zum einen
sollen sie ausreichend polymorph sein, zum anderen einen hohen Heterozygotiegrad auf-
weisen, d.h., eine zufällig ausgewählte Person sollte mit hoher Wahrscheinlichkeit hetero-
zygot und damit informativ für diesen Marker sein. Für eine Kopplungsanalyse werden
heutzutage entweder hochinformative Mikrosatelliten-Marker (vgl. Abschnitt 2.3.3) oder
Einzelnukleotidpolymorphismen (vgl. Abschnitt 2.3.2) eingesetzt. Es sollen diejenigen
DNA-Marker herausgeﬁltert werden, die mit dem Gen gekoppelt sind, dessen Defekt die
familiär bedingte Erkrankung verursacht. Je nach zugrundeliegendem Vererbungsmodell
wird beispielsweise bei Vorliegen einer autosomal dominanten Vererbung nach Allelen ge-
sucht, die alle Genträger in einfacher Anzahl besitzen, die Gesunden jedoch nicht. Solche
Genträger-speziﬁschen Allele können mit dem genetischen Defekt gekoppelt sein, d.h. sie
segregieren mit der Erkrankung. Da seit der Arbeit des Human Genome Projects die
genaue Lokalisation der DNA-Marker bekannt ist, können die chromosomalen Regionen
bestimmt werden, bei denen eine Kopplung mit der Erkrankung vorliegt.
Mathematische Grundlage der Kopplungsanalyse [3]
Wenn zwei Genorte auf verschiedenen, nicht homologen Chromosomen liegen, beobachtet
man freie Rekombination zwischen ihnen. Unter den Nachkommen erwartet man einen
gleichen Anteil an rekombinierten und nicht-rekombinierten Allelen. Beﬁnden sie sich
jedoch auf dem gleichen Chromosom, so werden sie häuﬁger gemeinsam vererbt. Dieses
Phänomen wird als Genkopplung bezeichnet. Je näher zwei DNA-Sequenzen auf einem
Chromosom nebeneinander liegen, desto häuﬁger werden sie gekoppelt vererbt. Umge-
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kehrt nimmt die Wahrscheinlichkeit einer Rekombination durch ein Crossing-over ab,
je näher zwei Loki auf einem Chromosom beisammen liegen. Das Ausmaß genetischer
Kopplung wird durch die Rekombinationsfraktion θ (theta) beschrieben. Die Rekombi-
nationsfraktion gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass ein von einem Elternteil erzeugter
Gamet rekombinant ist [34]. Folglich sind Gene, die unabhängig voneinander segregieren,
nicht gekoppelt und weisen eine Rekombinationsfraktion von θ = 12 auf. Gekoppelte Gene
zeichnet ein θ < 12 aus. Bei vollständiger Kopplung ist θ gleich null.
Die Rekombinationsfraktion wird als Maß für die Entfernung zwischen zwei Loki ver-
wendet und dient der Erstellung genetischer Karten. Die Abstände von Genen werden
in centi-Morgan (cM) angegeben. Zwei Loki, die 1% Rekombination (d.h. θ = 0, 01)
zeigen, haben einen genetischen Abstand von 1cM. Da die Rekombinationsfraktion ma-
ximal 0,5 erreichen kann, kann θ nicht einfach auf genetischen Karten addiert werden.
Kartierungsfunktionen beschreiben die mathematische Beziehung zwischen der Rekom-
binationsfraktion θ und dem Abstand ω auf einer genetischen Karte.
Die Funktion nach Haldane geht davon aus, dass Crossing-over über das gesamte Ge-
nom zufällig entstehen und sich gegenseitig nicht beeinﬂussen: ω = −12 ln(1 − 2θ). Eine
Kartierungsfunktion, die berücksichtigt, dass die Bildung eines Crossing-over nicht zu-
fällig erfolgt und die Entstehung eines zweiten in seiner Nähe hemmt (Interferenz), ist
die Funktion nach Kosambi: ω = 14 ln[(1 + 2θ)/(1 − 2θ)]. In einer physikalischen Karte
entspricht 1cM durchschnittlich 1Mb (Megabase). Die Beziehung variiert jedoch erheb-
lich in Abhängigkeit vom chromosomalen Lokus und Geschlecht.
Auswertung der Kopplungsanalyse [3]
Die Bewertung von Kopplungsanalysen erfolgt statistisch und computergestützt. Grund-
lage ist die Abschätzung von θ und die Untersuchung der Hypothese von freier Rekom-
bination (θ = 12) versus Kopplung (θ <
1
2).
Die Zweipunkt-Analyse
Bei der Zweipunkt-Analyse wird jeder eingesetzte DNA-Marker (Lokus 1) auf Kopplung
mit einem in der Nähe liegenden hypothetischen Krankheitslokus (Lokus 2) untersucht.
Man geht von den Möglichkeiten aus, dass die beiden Loki entweder freie Rekombinati-
on (Nullhypothese H0) oder Kopplung (Hypothese H1) aufweisen. Die Hypothesen sind
charakterisiert durch den Wert der Rekombinationsfraktion; für freie Rekombination ist
θ folglich 12 und für Kopplung ist θ <
1
2 .
 H0: θ = 12
 H1: θ < 12
Um die beiden Hypothesen miteinander vergleichen zu können betrachtet man den Quo-
tienten der Wahrscheinlichkeiten (likelihoods, L) beider Annahmen. Diesen Quotienten
bezeichnet man als likelihood ratio bzw. odds ratio R [34].
R =
Wahrscheinlichkeit, dass Lokus 1
und Lokus 2 gekoppelt sind mit θ < 1
2
Wahrscheinlichkeit, dass Lokus 1
und Lokus 2 nicht gekoppelt sind mit θ = 1
2
= L(H1)L(H0)
Dieses Wahrscheinlichkeitsverhältnis sagt etwas über die Chance für das Vorliegen einer
Kopplung aus. Je größer der Wert für R ist, desto wahrscheinlicher ist die Annahme der
Hypothese H1, die eine gekoppelte Vererbung beschreibt, im Vergleich zur freien Rekom-
bination (H0). Als Maß für das Vorhandensein einer Kopplung versus Abwesenheit einer
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Kopplung werden üblicherweise sogenannte LOD-Werte (LOD = logarithm of the odds)
verwendet, die als Z(θ) angegeben werden. Der LOD ist der Logarithmus zur Basis zehn
der likelihood ratio R [34]:
Z(θ) = log10R = log10[
L(θ)
L( 1
2
)
] (0 ≤ θ ≤ 12)
Mit dieser Gleichung kann für jeden in der Kopplungsanalyse eingesetzten Marker die
Rekombinationsfraktion θ ermittelt werden, für die Z(θ) maximal wird. Die Berechnung
des LOD erfolgt für eine Reihe von θWerten zwischen 0 und 12 mit Hilfe spezieller Com-
puterprogramme.
Der Wert von Zmax lässt eine Aussage über eine mögliche Kopplung des Markers mit dem
Krankheitslokus zu. Ein positiver LOD deutet auf Kopplung hin, ein negativer Wert da-
gegen auf Abwesenheit von Kopplung. Bei einem LOD-Wert von X an einer bestimmten
Region des Genoms ist die Wahrscheinlichkeit, die gegebenen Daten zu erhalten, wenn
H1 zutriﬀt, 10x mal größer, als diese Daten zu erhalten, wenn H0 zutriﬀt. So ist bei-
spielsweise bei einem Z(θ) = 3 diese Wahrscheinlichkeit 103 = 1.000−mal größer. Wenn
Zmax einen bestimmten kritischen Wert Z0 erreicht, soll dieser ein signiﬁkanter Beweis
für eine Kopplung sein. Nach Morton (1955) [35] spricht ein Zmax = +3 auf autosomalen
Loki bzw. ein Zmax = +2 auf X-chromosomalen Loki signiﬁkant für eine Kopplung. Bei
einem Z = −2 kann eine Kopplung ausgeschlossen werden. Werte zwischen -2 und +3
lassen keine signiﬁkante Aussage zu. Sie können auf eine Kopplung hinweisen, sollten
jedoch durch weitere Marker oder durch Einbeziehung zusätzliche Familienmitglieder in
die Analyse bestätigt werden.
Jede voll informative Meiose in einer Familie trägt log(2) u 0, 3 zur Höhe des LOD-Wertes
bei [34]. Somit ist für ein signiﬁkantes Ergebnis einer Kopplungsanalyse eine ausreichend
große Anzahl betroﬀener Individuen in einer Familie nötig.
Die Mehrpunktanalyse [36]
Eine Mehrpunktanalyse ermöglicht im Vergleich zur Zweipunkt-Analyse die Signiﬁkanz
der Kopplungsanalyse zu steigern. Eine Mehrpunktanalyse benötigt eine genetische Kar-
te, die Rahmenkarte, in der die verwendeten Marker einer genauen Position zugeordnet
sind. In der vorliegenden Arbeit wurde für die Analyse das Programm Merlin verwendet
(vgl. Abschnitt 2.3.2). Ein Vorteil der Multimarkerkartierung ist, dass Probleme vermie-
den werden können, die durch einen geringen Informationsgehalt von Markern bedingt
sind. Der Krankheitslokus wird bestimmt, indem für jede mögliche Position im Genom
anhand der Stammbaumdaten die Gesamtwahrscheinlichkeit für eine Kopplung berech-
net wird. Das Ergebnis lässt sich als Kurve darstellen, bei der die Wahrscheinlichkeiten
gegen die Position in der genetischen Karte aufgetragen sind. Auf der Y-Achse ist ge-
wöhnlich der LOD-Wert aufgetragen, auf der X-Achse die Multimarkerkarte. Der höchste
Punkt des Graphen markiert die wahrscheinlichste Position des Krankheitslokus. Wenn
die Kurve über einen bestimmten chromosomalen Abschnitt hinweg unterhalb Z ≤ −2
bleibt, kann eine Kopplung des Krankheitslokus mit diesem Chromosomenabschnitt aus-
geschlossen werden.
Bei der Mehrpunktanalyse wird gelegentlich der sogenannte Positionswert (location sco-
re) benutzt. Das ist der zweifache natürliche Logarithmus der likelihood ratio R. Den
Zusammenhang zwischen dem LOD-Wert und dem Location-Wert beschreibt folgende
Gleichung:
location score = LOD · 2 ln(10) u LOD · 4, 6 [36].
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2.3.2 Kopplungsanalyse mit 50K XbaI-GenChip
Einzelnukleotidpolymorphismen
Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNP) bestehen in der
Regel aus zwei Allelen, sind also weniger polymorph und informativ als Mikrosatelliten-
Marker. Sie ermöglichen jedoch eine Genotypisierung mit sehr hoher Markerdichte und
die Analyse durch automatisierte Verfahren in einem großen Maßstab. Einzelnukleotid-
polymorphismen haben eine hohe Dichte im Genom von durchschnittlich einem SNP pro
Kilobase DNA [3]. Es sind zurzeit über 6 Millionen geprüfte humane SNPs in öﬀentlichen
Datenbanken hinterlegt. Sie ermöglichen die bisher größte Feinauﬂösung in der Kartie-
rung bei Kopplungsanalysen.
Genotypisierung mit 50K XbaI-GenChip
Die genomweite Genotypisierung der elf zur Verfügung stehenden Familienmitglieder (II-
5, II-6, II-7, II-10, II-12, II-13, III-1, III-5, III-6, III-7 und III-9) erfolgte mit dem Gene-
Chip®Human Mapping 50K Array XbaI 240 von Aﬀymetrix. Die Analyse wurde am
Institut für Funktionale Genetik und Genomik des Max-Delbrück-Center für Molekulare
Medizin in Berlin (AG Hübner) unter Mitarbeit von Dr. Franz Rüschendorf durchge-
führt. Der verwendete 50K Array XbaI 240 diente der Genotypisierung von 58.960 SNPs.
Der Median des physikalischen Abstands zwischen den SNPs beträgt 8,5 kb, der durch-
schnittliche Abstand 23,6 kb. Die durchschnittliche Heterozygotie liegt bei 0,30 [37]. Die
Genotypen wurden mit dem BRLMM-Algorithmus gecallt, der eine hohe Callrate erzeugt
und eine hohe Genauigkeit bzw. Fehlerfreiheit aufweist [38].
Auswertung mit Merlin
Die statistische Auswertung der Genotypisierungsdaten erfolgte mit dem Unix-basierten
Programm Merlin bzw. MINX (Merlin für X) und wurde von Dr. Franz Rüschendorf
durchgeführt. Merlin arbeitet mit dem Lander-Green-Algorithmus, der ermöglicht, eine
beliebige Anzahl von Multimarkerdaten in Stammbäumen mittlerer Größe zu analysie-
ren [39].
Als Input-Dateien wurden benötigt:
 Stammbaum-Datei (pedigree ﬁle): Beschreibung des Geschlechts, der Beziehung
zwischen den Individuen, des Phänotyps (nicht betroﬀen, betroﬀen, fehlender Phä-
notyp) und der Genotypen der analysierten Marker. Ein fehlender Phänotyp wurde
für alle Personen, die für die Untersuchung nicht zur Verfügung standen und nicht
an Brustkrebs erkrankt waren, angegeben.
 Einzelheiten-Datei (data ﬁle): Beschreibung der Stammbaumdatei. Dem Phänotyp
wird eine Krankheit, den Genotypen ein Markername zugeordnet.
 Genetische Rahmenmarker-Datei (map ﬁle): Beschreibung von Chromosom, Mar-
kername und Position (in cM) für jeden analysierten Marker.
 Allelfrequenz-Datei: Beschreibung der Allelfrequenz für jedes Allel der untersuchten
Marker.
Die Analysen wurden für die in dieser Arbeit untersuchte Familie unter zwei Annahmen
durchgeführt:
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Annahme 1
Allen Personen, die an Brustkrebs erkrankt sind, liegt ein genetischer Defekt zugrunde,
der in der Familie bei allen Betroﬀenen mit der Erkrankung segregiert. Alle erkrankten
Individuen wurden in der Stammbaum-Datei als betroﬀen angegeben.
Annahme 2
Mindestens eine betroﬀene Person erkrankte an Brustkrebs nicht aufgrund des in der
Familie mit der Erkrankung segregierenden genetischen Defekts, sondern aufgrund spo-
radischer Genese. Sie ist keine Trägerin des krankheitsverursachenden Allels, sondern
lediglich eine Phänokopie. Annahme 2 ist in Hinblick auf die hohe Prävalenz von Brust-
krebs in der Bevölkerung zu beachten (vgl. Abschnitt 1.2.1). In der Stammbaum-Datei
wird diese Person als fehlender Phänotyp (unknown) angegeben. Bei allen anderen be-
troﬀenen Individuen wird die Segregation der Erkrankung mit einem familiär bedingten
genetischen Defekt angenommen. Die Berechnung erfolgte, indem nacheinander die Be-
troﬀenen III-1, III-5, III-6, III-7, III-9 und II-10 auf unknown gesetzt wurden.
Mit Merlin können unter anderem parametrische und nicht-parametrische Kopplungs-
analysen, Fehlerdetektion und Haplotypenanalysen durchgeführt werden. Im Vorfeld der
Analyse sind diejenigen SNPs ausgeschlossen worden, deren Genotypen einen Mendelfeh-
ler in der Familie zeigten oder als unwahrscheinlich detektiert wurden. Insgesamt wurden
35.642 SNPs über alle Chromosomen verteilt in die Auswertung miteinbezogen.
Die parametrische Kopplungsanalyse
Bei der Standard-LOD-Wert-Analyse bzw. parametrischen Analyse ist die Kenntnis über
das genaue genetische Modell erforderlich. Dies beinhaltet den Vererbungsmodus, die
Genhäuﬁgkeit und die Penetranz jedes Genotyps. Bei der Penetranz ist zu beachten,
dass auch nichterkrankte Personen möglicherweise nichtpenetrante Genträger oder er-
krankte Personen Phänokopien sein können [3]. Für den Nachweis einer Kopplung darf
die Penetranz jedoch auch nicht zu niedrig festgelegt werden, da dies eine zu ungenaue
Hypothese testet. Bei dem Vorliegen einer mendelnden Krankheit ist die parametrische
Analyse die bevorzugte Berechnung.
Es wurde für jede beschriebene Annahme eine parametrische Kopplungsanalyse mit ver-
schiedenen genetischen Modellen durchgeführt. Die besten Resultate konnten mit einem
dominanten Vererbungsmodus (Rare Dominant) erzielt werden. Die Frequenz des Krank-
heitsallels in der Bevölkerung ist auf 0, 001, die Wahrscheinlichkeit betroﬀen zu sein für
Individuen, die keine, eine bzw. zwei Kopien des Krankheitsallels tragen (Penetranz) auf
0, 00, 0, 90 bzw. 0, 90 festgelegt worden.
In der folgenden Tabelle sind die Parameter des dominanten Vererbungsmodells aufge-
führt:
Frequenz des Krankheitsallels 0,001
Penetranz für Träger von keinem Krankheitsallel 0,00
Penetranz für Träger von 1 Krankheitsallel 0,90
Penetranz für Träger von 2 Krankheitsallelen 0,90
Alle in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse wurden mit diesem Modell berechnet.
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In der Output-Datei der parametrischen Kopplungsanalyse wurde jeder Markerposition
in der Multimarkerrahmenkarte ein LOD-Wert, der sogenannte multipoint LOD-Wert
(mLOD), zugeordnet. Als mögliche Kandidatenregionen für eine Kopplung wurden bei
der Analyse unter Annahme 2 solche chromosomalen Bereiche in Erwägung gezogen, die
einen mLOD-Wert > 1,4 auf den Autosomen erzielten. Das X-Chromosom wurde bei der
weiteren Analyse unter dieser Annahme aufgrund des vermuteten autosomal dominant
vererbten Gendefekts nicht explizit untersucht (vgl. Abschnitt 2.2). Für die Bewertung
der Ergebnisse unter Annahme 1 wurden keine derartigen Einschränkungen getroﬀen.
Hier wurde auch das X-Chromosom wegen eines relativ hohen mLOD-Werts von 1,8 in
die weitere Analyse einbezogen.
Die nicht-parametrische Kopplungsanalyse
Die modellfreie bzw. nicht-parametrische Kopplungsanalyse ist die Methode der Wahl
zum Suchen nach Allelen oder Segmenten, die betroﬀene Personen gemeinsam haben.
Die Kenntnis über das genaue genetische Modell ist nicht erforderlich. Diese Analyse
kann auf eine Familie oder auch ganze Populationen angewandt werden und dient der
Kopplungsanalyse komplexer bzw. nichtmendelnder Merkmale. Es erfolgt eine Unter-
scheidung zwischen Segmenten, die abstammungsidentisch (identical by descent, IBD)
oder eigenschaftsidentisch (identical by state, IBS) sind [3]. Die Analyse kann mit IBD-
oder IBS-Daten durchgeführt werden. Die IBD-Analyse ist eﬀektiver, erfordert jedoch
die Untersuchung von verwandten Personen.
In der untersuchten Familie wurde zusätzlich für jede Annahme eine nicht-parametrische
Kopplungsanalyse durchgeführt. Es wurde nach Chromosomensegmenten gesucht, in de-
nen die erkrankten Personen mit einer höheren Wahrscheinlichkeit übereinstimmen, als
zufällig zu erwarten wäre. Die gemeinsamen IBD-Allele wurden bei allen erkrankten In-
dividuen des Stammbaums mit der Nullhypothese einer einfachen mendelnden Vererbung
verglichen. Das Ergebnis sind nicht-parametrische LOD-, NPL- bzw. NPLOD-Werte. In
der Output-Datei von Merlin werden diese als Zmean bezeichnet.
Haplotypenanalyse
Eine Gruppe gemeinsam vererbter Allele benachbarter Marker auf einem Chromosom
wird als Haplotyp bezeichnet. Haplotypen, die zusammen mit einer Erkrankung segre-
gieren und sich nur bei Betroﬀenen und Genträgern der Familie ﬁnden, bezeichnet man
als krankheitsspeziﬁsche Haplotypen bzw. Risikohaplotypen [3].
Merlin kann unter Verwendung der Informationen des Genﬂusses in dem vorliegenden
Stammbaum die wahrscheinlichsten Haplotypen für die Individuen der Familie rekon-
struieren. Es handelt sich jedoch um geschätzte Haplotypen, die in der Realität durchaus
anders aussehen können. In der Output-Datei erhält man für jedes Individuum eine Lis-
te der zwei Haplotypen, entsprechend dem mütterlichen und väterlichen Haplotyp. Die
Lokalisation wahrscheinlicher Rekombinationsereignisse wird durch zusätzliche Zeichen
angezeigt.
Bestimmung der ﬂankierenden Marker der Kopplungsregionen
Durch die Haplotypenanalyse kann der krankheitsspeziﬁsche Risikohaplotyp auf den
kleinsten gemeinsamen Haplotypen aller betroﬀenen Personen eingegrenzt werden. Der
Nachweis von Rekombinationen zielt auf eine maximale Eingrenzung des Risikohaploty-
pen ab. Rekombinationsereignisse ermöglichen die Bestimmung von denjenigen Markern,
die den möglichen Krankheitslokus zentromerisch und telomerisch eingrenzen. Das sind
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die ﬂankierenden Marker der Kopplungsregionen.
Die initiale graphische Darstellung der Haplotypen erfolgte mit dem Programm Haplo-
Painter Version 029.51. Anschließend wurden die Haplotypen aller elf in die Untersuchung
einbezogenen Personen in Excel-Tabellen nebeneinander verglichen. Dies ermöglichte, die
informativen Marker herauszuﬁltern und ﬂankierende Marker für chromosomale Regio-
nen, die Kandidatenregionen für eine Kopplung darstellen, zu bestimmen. Auf diese Wei-
se wurden für jede Kandidatenregion die informativen ﬂankierenden Marker bestimmt,
die diese maximal eingrenzen. Zusätzlich erfolgte für jeden ﬂankierenden Marker die
Bestimmung des folgenden informativen Markers innerhalb der Kopplungsregion. Diese
Marker werden im weiteren Verlauf der Arbeit als folgende Marker bezeichnet. Die Re-
gion zwischen dem ﬂankierenden und seinem folgenden Marker gibt die Lokalisation der
stattgefundenen Rekombination an. Diese kann durch eine Analyse zusätzlicher Marker
noch weiter eingegrenzt werden.
2.3.3 Bestätigung und weitere Eingrenzung der Kopplungsregionen mit
Mikrosatelliten-Markern
In der zusätzlich durchgeführten Genotypisierung von Mikrosatelliten-Markern wurden
die in der Haplotypenanalyse herausgearbeiteten krankheitsspeziﬁschen Haplotypen ge-
nauer untersucht. Ziel war es, falsch positive Kopplungen aufzudecken und die tatsächlich
gekoppelten Regionen eventuell weiter einzugrenzen.
Mikrosatelliten-Marker [3, 33]
Eine Mikrosatelliten-DNA (Simple Sequence Repeat  SSR, Short Tandem Repreat - STR)
besteht aus einer kurzen Abfolge von tandemartigen Wiederholungen einer einfachen Se-
quenz, die maximal 12 bp lang ist. Sie liegt im Allgemeinen in nicht-kodierenden Berei-
chen und ist in hoher Dichte über das gesamte Genom verteilt (2% des Genoms). Am
häuﬁgsten ist die Wiederholung eines Motivs bestehend aus zwei Nukleotiden (Dinu-
kleotidrepeat), seltener die Klasse der Trinukleotid- und Tetranukleotidwiederholungen.
Die Mikrosatelliten-DNA ist hoch polymorph, das heißt, die Länge der Allele variiert in
Abhängigkeit von der Anzahl der Sequenzwiederholungen in einem hohen Grad in der
Bevölkerung. Die Allele der Mikrosatelliten werden nach den Mendelschen Regeln kodo-
minant vererbt und lassen so einen Rückschluss über die Vererbung in einem Stammbaum
zu. Dies macht sie zu geeigneten Markern für eine Kopplungsanalyse.
Auswahl der Mikrosatelliten-Marker und Design speziﬁscher Primer
Bei der Auswahl der Mikrosatelliten-Marker ist darauf zu achten, dass diese einen hohen
Grad an Heterozygotie aufweisen, d.h., dass sie in einem großen Teil der Bevölkerung
in zwei Allelen vorliegen. Die Heterozygotie wird als Wert von null bis eins angegeben.
Der Wert Eins entspricht einer Heterozygotie von 100%. Ein hoher Heterozygotiegrad ist
für die Eﬃzienz der Kopplungsanalyse wichtig, damit in dem untersuchten Stammbaum
möglichst viele informative Meiosen erhalten werden. Ist ein Mikrosatellit homozygot,
d.h. das väterliche und/oder das mütterliche Allel weist dieselbe Anzahl an Sequenzwie-
derholungen auf, so lässt dies keinen Rückschluss zu, welches Allel weitervererbt wurde.
Homozygote Loki sind somit nicht informativ. Weisen beide Eltern denselben heterozy-
goten Genotyp auf, ist die Hälfte der Meiosen nicht informativ [3]. In der vorliegenden
Arbeit wurden nur Mikrosatelliten-Marker mit einer Heterozygotie größer als 0,70 ver-
1http://haplopainter.sourceforge.net
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wendet.
Für jede der acht möglichen Kopplungsregionen wurden zwei oder drei Mikrosatelliten,
bevorzugt Tri- oder Tetranukleotidwiederholungen, ausgewählt. Alle in dieser Arbeit ver-
wendeten Marker wurden der Marshﬁeld humanen genetischen Karte  der NCBI Map-
Viewer Datenbank2 entnommen. Die Sequenzen und Informationsangaben wurden mit
der UCSC Genome Bioinformatics Datenbank3 abgeglichen. Da für den Bereich auf Chro-
mosom 8 nur ein dotierter Marker den Kriterien entsprach, wurde in der Genomsequenz
des Assembly hg183 nach zusätzlicher Mikrosatelliten-DNA gesucht, die noch nicht be-
nannt und näher untersucht worden ist. Hierfür wurde die Option Repeating Elements by
Repeat Masker genutzt, die alle Wiederholungselemente und marker in einer chromoso-
malen Region anzeigt. Es wurde der Dinukleotidrepeat 21× TG in die Genotypisierung
miteinbezogen. Alle ausgewählten Mikrosatelliten lagen innerhalb der Region der fol-
genden Marker, außer der Marker GATA43A04 auf Chromosom 1, AFM143XD8 und
21× TG auf Chromosom 8, AFMA053XB5 auf Chromosom 7 und UT705 auf Chromo-
som 19. Diese lagen jeweils zwischen dem ﬂankierenden und dem folgenden Marker. Sie
sollten einer möglichen weiteren Eingrenzung der Kandidatenregion dienen.
Für die Detektion eines Mikrosatelliten benötigt man Oligonukleotide, die paarweise als
Primer in der Polymerase-Kettenreaktion zur Ampliﬁzierung von Mikrosatelliten-DNA
eingesetzt werden. Die Oligonukleotide wurden mithilfe des Programms Primer3Plus4
konstruiert. Die Primersequenzen wurden so gewählt, dass sie knapp außerhalb der
Mikrosatelliten-DNA binden und das entstehende Produkt zwischen 100 und 500 bp
lang ist. Dies bewirkt, dass die Länge des PCR-Produkts direkt von der Anzahl der
Mikrosatelliten-Sequenzwiederholungen abhängig ist. Dabei ist darauf zu achten, dass
der Primer nur an die eine ausgewählte Stelle im Genom bindet und diese nicht inner-
halb eines Wiederholungselements liegt. Ferner wird eine feste Bindung nur erreicht, wenn
keine SNPs oder andere Variationen in der Sequenz sind. Die Primer selbst sollten unter-
einander keine Primer-Dimere, Haarnadelstrukturen oder andere sekundäre Strukturen
ausbilden. Überprüft wurden die Oligonukleotide mit einer in silico PCR und BLAT auf
der UCSC Genome Bioinformatics Datenbank. An jeden Forward-Primer wurde die M13-
Sequenz 5`-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3' angehängt.
Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden über Metabion International AG, Mar-
tinsried/Deutschland bezogen. Nach Lieferung wurde durch Zugabe von ultrasterilem
H2O eine Stocklösung der Konzentration 100 pMol/µl hergestellt. Durch eine 1 : 100-
Verdünnung dieser Stocklösung wurde eine Primerkonzentration von 1 pMol/µl erreicht,
die für die PCR der Mikrosatelliten-Marker benötigt wurde.
In der Tabelle 1 des Anhangs sind alle verwendeten Mikrosatelliten-Marker mit der Se-
quenz ihrer Primer, der Heterozygosität, der mittleren Produktgröße, der Wiederholungs-
art, der physikalischen Position, der PCR-Bedingung und der Annealingtemperatur TA
aufgeführt.
PCR zur Generierung Fluoreszenz-markierter DNA-Fragmente
Eine Genotypisierung mit Hilfe von Mikrosatelliten-Markern wird erreicht durch eine
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) mit speziﬁschen Oligo-
nukleotid-Primern, um eine ausreichende Menge an DNA für die Untersuchung zur Verfü-
2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unists
3http://genome.ucsc.edu
4http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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gung zu haben. Mithilfe der PCR wird der gewählte Nukleinsäureabschnitt, der zwischen
dem Forward- und dem Reverse-Primer liegt, die für jeden MikrosatellitenMarker spe-
ziﬁsch sind, in vitro exponentiell ampliﬁziert.
Eine Standard-PCR besteht aus drei aufeinanderfolgenden Schritten: die Denaturierung,
das Annealing und die Elongation. Die Denaturierung erfolgt bei 94°C und dient der
Trennung der beiden Stränge der Ziel-DNA. Im nächsten Schritt wird die Temperatur
auf die Annealingtemperatur TA gesenkt. TA richtet sich v.a. nach der Schmelztempera-
tur TM der Primer und kann unter Anwendung verschiedener Formeln berechnet werden.
Bei dieser hybridisieren die Oligonukleotid-Primer an die einzelsträngige Zielsequenz. Die
darauf folgende Elongation erfolgt in der Regel bei 72°C, dem Temperaturoptimum der
Taq-Polymerase. Diese verlängert die Primer an ihrem 5'-Ende und erzeugt wieder ei-
ne doppelsträngige DNA, die der ursprünglichen Template-DNA exakt gleicht. Dieser
Zyklus wird nun mehrfach wiederholt und führt zu einer exponentiellen Steigerung der
Template-DNA-Menge. Zusätzlich setzt man an den Anfang einen Schritt der initialen
Denaturierung bei 94°C und als letzten Schritt eine ﬁnale Elongation bei 72°C, um die
Arbeit der Polymerase zu beenden.
Um nach der PCR die Länge des jeweiligen PCR-Produkts mittels Elektrophorese und
einem Laser-Detektionssystem erfassen zu können, muss einer der verwendeten Primer
einen angehängten ﬂuoreszierenden Farbstoﬀ tragen. In der vorliegenden Arbeit wurde
für das Markieren der PCR-Fragmente mit einem ﬂuoreszierenden Farbstoﬀ ein System
mit drei Primern nach Schuelke (2000) [40] angewandt (vgl. Abbildung 4).
Abbildung 4: Ampliﬁkationsschema der PCR-Methode nach Schuelke (2000) [40].
Man benötigte hierfür einen Sequenz-speziﬁschen Forward-Primer mit einem M13-An-
hang an seinem 5'-Ende (A), einen Sequenz-speziﬁschen Reverse-Primer (B) und den
universellen Fluoreszenz-markierten M13-Primer (C). Der Forward-Primer wurde in vier-
fach geringerer Menge wie der Reverse-Primer eingesetzt. Die Bedingungen für den Ther-
mocycler (vgl. unten) sollten so gewählt werden, dass in den ersten 30 Zyklen der Forward-
Primer mit seinem M13-Anhang in das PCR-Fragment eingebaut wird und allmählich
verbraucht wird (D). Die Annealingtemperatur TA lag zwischen 56°C und 61°C. In einem
zweiten Schritt band an dieses Produkt der mit FAM-markierte universelle M13-Primer
mit der Sequenz FAM-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3' (E). Da die Annealingtem-
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peratur des universellen M13-Primers bei 53°C liegt, wurde diese in den nachfolgenden
8 Zyklen erniedrigt. So übernahm der FAM-M13-Primer die Rolle des Forward-Primers
und fügte den Fluoreszenz-markierten Farbstoﬀ in das PCR-Produkt mit ein. Das am
Ende entstandene DNA-Fragment war Fluoreszenz-markiert und konnte mit einem De-
tektionssystem analysiert werden (F).
Für den Einsatz in der PCR wurde die genomische DNA der elf untersuchten Famili-
enmitglieder mit ultrasterilem H2O auf eine Konzentration von 40 ng/µl verdünnt.
Verschiedene Stringenzbedingungen (- bzw. +) wurden unter Zugabe von DMSO er-
reicht. Zusätzlich wurde für jedes Primerpaar ein Temperaturgradient ∆ T von 10°C für
die Annealingtemperatur TA ausgetestet, um die optimalen Bedingungen zu ﬁnden.
Die Ansätze für die PCR hatten folgende Zusammensetzung:
Reagenz  +
genomische DNA (40 ng/µl) 2 µl 2 µl
M13-Forward-Primer (1 pMol/µl) 1 µl 1 µl
Reverse-Primer (1 pMol/µl) 4 µl 4 µl
FAM-M13-Primer (1 pMol/µl) 4 µl 4 µl
dNTP-Mix (12,5 mM) 2 µl 2 µl
10× PCR Puﬀer (15 mM MgCl2) 2,5 µl 2,5 µl
h-Taq 0,5 µl 0,5 µl
DMSO  1 µl
ultrasteriles H2O 9 µl 8 µl
Gesamt 25 µl 25 µl
Falls mit dem - bzw. + Ansatz kein ausreichend gutes Ergebnis erzielt werden konnte,
wurde ein Ansatz mit Q-Solution verwendet. Dieses Reagenz erleichtert die Ampliﬁkation
schwieriger Templates, indem es das Schmelzverhalten der DNA modiﬁziert [41].
Die Ansätze für die PCR mit Q-Solution enthielten folgende Substanzen:
Reagenz
genomische DNA (40 ng/µl) 2 µl
M13-Forward-Primer (1 pMol/µl) 1 µl
Reverse-Primer (1 pMol/µl) 4 µl
FAM-M13-Primer (1 pMol/µl) 4 µl
dNTP-Mix (12,5 mM) 2 µl
10× PCR Puﬀer (15 mM MgCl2) 2,5 µl
h-Taq 0,5 µl
Q-Solution 2,5 µl
ultrasteriles H2O 6,5 µl
Gesamt 25 µl
Mit folgendem PCR-Programm wurden die Mikrosatelliten-Sequenzen ampliﬁziert:
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Initiale Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing TA 30 sec 30 Zyklen
Elongation 72°C 30 sec
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 53°C 30 sec 8 Zyklen
Elongation 72°C 30 sec
Schlusselongation 72°C 10 min
10°C bis zur weiteren
Bearbeitung
Agarosegel-Elektrophorese
Die Agarosegel-Elektrophorese ist eine eﬀektive Methode, um DNA-Fragmente aufzu-
trennen und die Eﬃzienz, Speziﬁtät und Korrektheit der PCR zu überprüfen. Agarose
wurde in einer Konzentration von 1,5% in 1× TBE Elektrophoresepuﬀer aufgekocht und
gelöst. Mit Hilfe eines Gelschlittens und Gelkämmen wurde ein Gel mit Taschen gegossen.
Um DNA in dem Agarosegel sichtbar zu machen, wurde in die aufgekochte Lösung ein
Tropfen Ethidiumbromid-Lösung (0,07%) gemischt. Das feste Gel wurde in eine Elektro-
phoresekammer gelegt und diese mit 1× TBE aufgefüllt. Nachdem je 5 µl PCR-Produkt
mit 2 µl Ladepuﬀer (loading buﬀer) Xylencyanolblau vermischt in die Taschen pipet-
tiert worden war, wurde eine Spannung von 160 Volt angelegt. Dies bewirkte, dass die
negativ geladenen DNA-Fragmente in Abhängigkeit ihrer Größe von der Kathode zur po-
sitiv geladenen Anode wanderten. Je kleiner die DNA-Fragmente waren, desto schneller
durchliefen sie das Agarosegel, dessen Poren kleinere Fragmente weniger zurückhielten.
Nach etwa 20 Minuten war die DNA weit genug gelaufen und das Ergebnis konnte unter
einem UV-Schirm betrachtet werden. Anhand des mitgelaufenen DNA-Größenmarkers,
dem 1 Kb Plus DNA-Leiter, der DNA-Fragmente in regelmäßigen Abständen enthielt,
konnte die Länge der DNA-Fragmente in den Proben abgeschätzt werden.
Für die weitere Verwendung wurden die PCR-Produkte 1 : 8 mit ultrasterilem H2O ver-
dünnt.
Fragmentanalyse mittels Kapillarelekrophorese und anschließender Größen-
bestimmung
Die Fragmentanalyse diente der Längenbestimmung der Fluoreszenz-markierten DNA-
Fragmente. Sie wurde mit dem ABI3130xl Genetic Analyser durchgeführt und mit der
Software GeneMapper Version 3.7 (Applied Biosystem) ausgewertet. Die Elektrophorese
des mit FAM-markierten PCR-Produkts erfolgte zusammen mit einem internen Längen-
standard, dem Rox-Längenstandard (Applied Biosystem).
Der Ansatz für den Fragmentanalyselauf enthielt:
Reagenz
verdünnte PCR-Probe (1 : 8) 1 µl
GeneScanTM 500 RoxTM Size Standard 0,25 µl
HiDiTM Formamide 11 µl
Gesamt 12,25 µl
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Der Längenstandard kompensierte Abweichungen von Lauf zu Lauf und von Kapillare
zu Kapillare und ermöglichte damit den Vergleich von DNA-Fragmenten nach ihrer Län-
ge. Um die Längen der Fragmente eindeutig bestimmen zu können, war eine komplette
Denaturierung der PCR-Fragmente und der Fragmente des Längenstandards nötig. Die
Ansätze für den Fragmentanalyselauf wurden drei Minuten bei 94°C im Thermocycler
denaturiert. Danach konnten die Ansätze in die Mikrotiterplatten für den ABI3130xl
Genetic Analyser überführt werden.
Das Fragmentanalysegerät arbeitet mit Kapillaren, die einen Innendurchmesser von 50
µm haben und mit einem Polymer gefüllt sind. Die Kapillare taucht mit dem einen En-
de, an dem sich die Kathode beﬁndet, in die vorgelegte Probe ein. Durch Anlegen einer
Spannung kommt es zu einem Stromﬂuss zwischen der Kathode (-) und der Anode (+),
die sich am anderen Ende der Kapillare beﬁndet. Dieser bewirkt, dass negativ geladene
Teilchen und damit DNA-Fragmente aus der Probe aufgenommen werden. Nach diesem
Vorgang der elektrokinetischen Injektion wird die Kathode für die Elektrophorese in ei-
nem Puﬀer platziert, damit keine weiteren DNA-Fragmente aufgenommen werden. In
dem angelegten elektrischen Feld wandern geladene Teilchen unterschiedlich schnell, je
nach der Größe der Fragmente, durch das Polymer der Kapillare hin zur Anode. Am
Ende der Kapillare passieren die Fragmente ein Detektionsfenster, das im Strahl eines
Argonlasers liegt. Dieser Laser regt die ﬂuoreszenzmarkierten PCR-Produkte zur Emis-
sion an. So können die emittierten Fluoreszenzsignale von einer digitalen Kamera erfasst
werden [42].
Nach Ende der Kapillarelektrophorese wurden die erhaltenen Rohdaten durch die Gene-
Mapper®Software Version 3.7 analysiert. Die Längen der PCR-Produkte stellten sich als
Fluoreszenzsignale oder Peaks in einem Koordinatensystem dar. Auf der X-Achse wurden
die Produktlängen (in Basen), auf der Y-Achse die Intensität der ﬂuoreszierenden Signale
aufgetragen. Anhand des verwendeten Größenstandards, dessen Fragmentlängen bekannt
sind, berechnete die GeneMapper®Software die Länge der ﬂuoreszenzmarkierten PCR-
Produkte. Der Rox-Standard wurde in der graphischen Darstellung der Rohdaten als
rote Linie sichtbar. Die verschiedenen Peaks des Graphen wurden in dem Größenbereich
ausgewertet, der für den Mikrosatelliten-Marker bekannt ist. War ein Individuum für den
untersuchten Mikrosatelliten-Marker homozygot, das heißt, es trug zwei Allele gleicher
Länge, war nur ein Peak zu sehen. Bei Heterozygotie ergaben sich zwei Peaks pro Mar-
ker. Anschließend wurde geprüft, welcher Elternteil welches Allel an seine Nachkommen
weitergegeben hat.
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Nachfolgend ist jeweils ein Beispiel für ein heterozygotes (informatives) und homozygotes
(nicht informatives) Signal in einer Familiensituation abgebildet.
Abbildung 5: Heterozygote Familiensituation.
Die Signale der FAM-markierten Fragmentlängen sind als blaue Linie, der Rox-Standard als
rote Linie in der graphischen Darstellung der Rohdaten dargestellt. Mutter und Vater sind in
diesem Beispiel jeweils heterozygot für den analysierten Mikrosatelliten, einen Tetranukleo-
tidrepeat. Es kann nachvollzogen werden, welches Allel das Kind von welchem seiner Eltern
geerbt hat.
Abbildung 6: Homozygote Familiensituation.
Die Signale der FAM-markierten Fragmentlängen sind als blaue Linie, der Rox-Standard als
rote Linie in der graphischen Darstellung der Rohdaten dargestellt. Mutter und Vater sind
in diesem Beispiel jeweils homozygot für den analysierten Mikrosatelliten, einen Trinukleoti-
drepeat. Es kann nicht nachvollzogen werden, welches der beiden elterlichen Allele das Kind
von Vater bzw. Mutter geerbt hat.
Bei der Interpretation der Rohdaten war darauf zu achten, dass durch die Syntheseunge-
nauigkeit der Taq-Polymerase bei der PCR für jedes Allel zusätzliche Bande, sogenann-
te Stotterbanden (stutter - oder shadow bands), entstanden. Ursächlich dafür ist, dass
Wiederholungseinheiten innerhalb der Mikrosatelliten-DNA von der Polymerase über-
sprungen werden und so in der PCR zum ursprünglichen Produkt vervielfältigt werden.
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Dinukleotidmarker neigen besonders zu Replikationsverschiebungen und sind wesentlich
schwerer auszuwerten als Trinukleotid- und Tetranukleotidmarker (vgl. Abbildung 5: Te-
tranukleotidrepeat, Abbildung 6: Trinukleotidrepeat und Abbildung 7: Dinukleotidrepe-
at).
Abbildung 7: Stotterbanden eines heterozygoten Dinukleotidrepeats.
Die Person ist heterozygot für den analysierten Dinukleotidrepeat. Ein Allel ist 151 Basen,
das andere 161 Basen lang. Durch die Syntheseungenauigkeit der Taq-Polymerase entstehen
für jedes Allel sog. Stotterbanden, die sich als niedrigere Peaks vor allem vor dem Hauptpeak
darstellen und zu Überlagerungen führen können.
2.4 Analyse der Kandidatengene
Das "Human Genome Project hat das gesamte menschliche Genom sequenziert und
genetische und physikalische Karten des Genoms zur Verfügung gestellt [43]. Unter An-
wendung dieser Karten, die in öﬀentlichen Datenbanken zugänglich sind, lässt sich her-
ausﬁnden, welche Gene in einer bestimmten genomischen Region vorliegen. In dieser
Arbeit wurde mit Hilfe der UCSC Genome Bioinformatics Datenbank in der Karte des
humanen Genoms hg18 vom März 2006 nach den Genen gesucht, die in den identiﬁzier-
ten Kopplungsregionen liegen. Diese wurden nach ihrer Funktion und möglichen Rolle
als Kandidatengene gelistet. Kandidatengene stellten solche Gene dar, die in einer Kopp-
lungsregion liegen und deren Funktion oder vielmehr deren Defekt mit dem Phänotyp der
Erkrankung Brustkrebs in Zusammenhang gebracht werden kann. Die Kandidatengen-
analyse erfolgte mithilfe der Recherche der Genfunktion auf verschiedenen Datenbanken,
v.a. der GeneCards®5, der PubMed6 und der UCSC Genome Bioinformatics Datenbank.
2.5 Sequenzierung von Kandidatengenen
Die Sequenzierung ist eine Methode, die der Aufklärung der Abfolge der Basen in DNA-
Fragmenten dient und so ermöglicht, Abweichungen in einem Sequenzvergleich zu ﬁnden.
2.5.1 Das Prinzip der DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung nach Sanger (1977) [44] beruht auf dem Prinzip der Kettenabbruch-
methode. Der Kern dieser Methode ist die Synthese eines DNA-Stranges, der zu einer
einzelsträngigen Matrize komplementär ist. Im Verlauf der Sequenz-Reaktion baut eine
DNA-Polymerase an das freie 3'-OH Ende eines Oligonukleotid-Primers zur Ziel-DNA
komplementäre Basen ein. Als Bausteine werde sowohl Desoxynukleotide (dNTPs) als
auch Didesoxynukleotide (ddNTPs), die im Vergleich mit den dNTPs zusätzlich zu dem
2'-C Atom auch am 3'-C Atom der Ribose keine OH-Gruppe tragen, verwendet. Der
Abbruch der Synthese des DNA-Stranges erfolgt sequenzspeziﬁsch durch Einbau eines
ddNTPs, das von der DNA-Polymerase nicht mehr verlängert werden kann, da eine
5http://www.genecards.org
6http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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Phosphodiesterbindung zum nächsten Nukleotid nicht gebildet werden kann. In dem Re-
aktionsgemisch für die Sequenzierungs-PCR beﬁnden sich dNTPs und ddNTPs in einem
bestimmten Verhältnis zueinander, das gewährleisten soll, dass an jeder Basenposition
eine später detektierbare Fraktion der Moleküle durch den Einbau eines ddNTPs termi-
niert wird, während die größere Fraktion der Moleküle durch den Einbau eines dNTPs
verlängert wird. Die Abbruchmoleküle ddATP, ddGTP, ddCTP und ddTTP sind mit
einem für die entsprechende Base speziﬁschen Fluoreszenzfarbstoﬀ markiert (ddATP =
grün, ddGTP = schwarz, ddCTP = blau und ddTTP = rot). Dies ermöglicht in der
Auswertung die vier verschiedenen Basen aufgrund unterschiedlicher spektraler Eigen-
schaften dieser Farbstoﬀe zu unterscheiden. In der Sequenzierungsreaktion entsteht so ein
heterogenes PCR-Produkt aus DNA-Fragmenten unterschiedlicher Länge, dessen zuletzt
eingebautes Didesoxynukleotid ﬂuoreszenzmarkiert ist. Je später beim Synthetisieren des
komplementären DNA-Stranges ein ddNTP eingebaut wird, desto länger wird das Frag-
ment. Die Längendiﬀerenz zwischen den Produkten beträgt jeweils ein Nukleotid.
Die Reaktionsprodukte werden anschließend automatisch im ABI3130xl Genetic Analy-
ser mittels Kapillarelektrophorese über ein Polymer aufgetrennt. Die negativ geladenen
DNA-Fragmente wandern abhängig von ihrer Größe unterschiedlich schnell in Richtung
der positiv geladenen Anode und werden am Ende der Kapillare von einem Laser erfasst.
Voraussetzung für den Erfolg der Auftrennung ist, dass die DNA-Fragmente denatu-
riert sind und während der Elektrophorese auch einzelsträngig bleiben. Bei partieller
oder vollständiger Basenpaarung innerhalb des Stranges würden sich die Elektrophorese-
Eigenschaften im Vergleich zum linearen Strang verändern und keine Korrelation zwi-
schen Wanderungszeit und Sequenzlänge erlauben. Das Laser-Licht regt die ﬂuoreszie-
renden Farbstoﬀe zur Emission an, deren Strahlung von einem Detektor erfasst wird.
Der Detektor registriert die verschieden Fluoreszenz-markierten Enden der DNA-Stücke
in der zeitlichen Reihenfolge wie sie am Laser vorbeilaufen. Eine angeschlossene Software
interpretiert diese Signale und rechnet aus der Wellenlänge der detektierten Signale auf
die jeweils eingebaute Base zurück. Dadurch erhält man die Basensequenz, deren Abfolge
zur ursprünglich sequenzierten Template-DNA komplementär ist.
Abbildung 8: Ablauf der Sequenzierung.
In der Sequenzier-Reaktion entstehen durch Einbau der Fluoreszenz-markierten ddNTPs ver-
schieden lange DNA-Fragmente. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgt mittels Kapil-
larelektrophorese nach ihrer Länge; kurze Fragmente wandern schneller durch das Polymer
als lange Fragmente. Das Computerprogramm übersetzt die vom Detektor registrierten Licht-
signale in die Basensequenz.
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2.5.2 Durchführung der DNA-Sequenzierung
PCR zur Ampliﬁzierung der Ziel-DNA
Zunächst wurde die DNA-Region, die später sequenziert werden sollte, mittels einer PCR
ampliﬁziert. Die Oligonukleotidprimer für diese Reaktion wurden mithilfe des Programms
Primer3Plus konzipiert (vgl. Abschnitt 2.3.3). Dabei wurde darauf geachtet, dass diese
mindestens 35 Basen vor bzw. hinter dem zu sequenzierenden Exon binden, da die An-
fangsbereiche der Sequenzen häuﬁg unvollständig auszuwerten sind. Ferner sollten auch
Mutationen in den Spleiß-Konsensus-Sequenzen im Intron vor und nach der kodieren-
den Sequenz untersucht werden. Weiter war darauf zu achten, dass der Abstand beider
Primer die maximal lesbare Sequenzlänge von 600 bp nicht überschreitet. Bei größeren
Exonen wurden überlappende Primerpaare gewählt.
Im Anhang in Tabelle 2 sind alle sequenzierten Exone mit der Sequenz ihrer Primer, der
Produktgröße, der PCR-Bedingung und der Annealingtemperatur TA, sowie die für das
jeweilige Exon untersuchten Individuen aufgeführt.
Nach Lieferung dieser Primer von International AG, Martinsried/Deutschland wurde
durch Zugabe von ultrasterilem H2O eine Stocklösung der Konzentration 100 pMol/µl
hergestellt. Durch eine 1 : 10 Verdünnung dieser Stocklösung erhielt man eine Primer-
konzentration von 10 pMol/µl, die für die PCR benötigt wurde. Die Zusammensetzung
des PCR-Ansatzes unterschied sich von den Ansätzen für die PCR zur Genotypisierung
der Mikrosatelliten-Marker.
Die Ansätze für die PCR hatten folgende Zusammensetzung:
Reagenz  +
genomische DNA (40 ng/µl) 2 µl 2 µl
Forward-Primer (10 pMol/µl) 1 µl 1 µl
Reverse-Primer (10 pMol/µl) 1 µl 1 µl
dNTP-Mix (12,5 mM) 2 µl 2 µl
10× PCR Puﬀer (15 mM MgCl2) 2,5 µl 2,5 µl
h-Taq 0,5 µl 0,5 µl
DMSO  1 µl
ultrasteriles H2O 16 µl 15 µl
Gesamt 25 µl 25 µl
Verschiedene Stringenzbedingungen (- bzw. +) wurden unter Zugabe von DMSO erreicht.
Zusätzlich wurde für jedes Primerpaar ein Temperaturgradient von 10°C für die Annea-
lingtemperatur TA ausgetestet, um die optimalen Bedingungen für die PCR zu ﬁnden.
Wenn damit kein ausreichend gutes Ergebnis erzielt werden konnte, wurde ein Ansatz
mit Q-Solution verwendet.
Die Ansätze für die PCR mit Q-Solution enthielten folgende Substanzen:
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Reagenz
genomische DNA (40 ng/µl) 2 µl
Forward-Primer (10 pMol/µl) 1 µl
Reverse-Primer (10 pMol/µl) 1 µl
dNTP-Mix (12,5 mM) 2 µl
10× PCR Puﬀer (15 mM MgCl2) 2,5 µl
h-Taq 0,5 µl
Q-Solution 2,5 µl
ultrasteriles H2O 13,5 µl
Gesamt 25 µl
Für einige besonders schwierig zu ampliﬁzierende DNA-Regionen wurde statt der gewöhn-
lichen h-Taq die AccuPrimeTM GC-Rich DNA Polymerase (invitrogenTM ) verwendet.
Der zugehörige 5× Reaktionspuﬀer A beinhaltet dNTPs, MgSO4 und temperaturstabile
AccuPrimeTM Zusatzproteine.
Die Ansätze für die PCR mit AccuPrimeTM GC-Rich DNA Polymerase enthielten:
Reagenz
genomische DNA (40 ng/µl) 2 µl
Forward-Primer (10 pMol/µl) 1 µl
Reverse-Primer (10 pMol/µl) 1 µl
5× Puﬀer A 5 µl
AccuPrimeTM GC-Rich DNA Polymerase 0,5 µl
ultrasteriles H2O 15,5 µl
Gesamt 25 µl
Mit folgendem Touch-Down PCR-Programm wurde die DNA vor der Sequenzier-Reaktion
ampliﬁziert:
Initiale Denaturierung 94°C 2 min
Denaturierung 94°C 30 sec 6 Zyklen mit
Annealing TA + 6°C 30 sec +dT = -1 für TA
Elongation 72°C 30 sec
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing TA 30 sec 30 Zyklen
Elongation 72°C 30 sec
Schlusselongation 72°C 5 min
10°C bis zur weiteren
Bearbeitung
Nachdem für jedes Primerpaar die optimale Annealingtemperatur und Puﬀerzusammen-
setzung ermittel worden waren, wurden mit diesen PCRs für zwei Trägerinnen des krank-
heitsspeziﬁschen Haplotypen und für eine Kontrollperson (II-5, II-6 und III-5 bzw. II-12,
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II-13 und III-9) durchgeführt.
PCR-Produkt Quantiﬁzierung
Nach Ablauf der PCR wurden jeweils 5 µl aus jedem Ansatz zusammen mit 2 µl La-
depuﬀer auf ein 1,5%-iges Agarosegel geladen. Nach einer halbstündigen Elektrophorese
bei 160V wurde das Ergebnis unter dem UV-Schirm beurteilt (vgl. Abschnitt 2.3.3).
Verdau
Bevor das ampliﬁzierte PCR-Produkt in die Sequenzier-Reaktion eingesetzt werden konn-
te, musste dieses in einem nächsten Schritt für 30 Minuten bei 37°C verdaut werden. Zu
1 µl PCR-Produkt wurde Exonuklease 1 und Antarctic Phosphatase gegeben, die be-
wirkten, dass Primerreste, unspeziﬁsche PCR-Produkte und noch vorhandene dNTPs
abgebaut wurden.
Ein Ansatz für den Verdau enthielt:
Reagenz
PCR-Produkt 1 µl
Exonuklease 1 0,1 µl
Antarctic Phosphatase 0,25 µl
ultrasteriles H2O 3,65 µl
Gesamt 5 µl
Um bei der anschließenden Sequenzier-Reaktion von beiden komplementären DNA-Strän-
gen die Basensequenz ermitteln zu können, wurden für jedes PCR-Produkt zwei Verdau-
Reaktionen angesetzt. Nach dem Verdau wurden die Proben für 15 Minuten auf 80°C
erhitzt. Dies inaktivierte die beiden Enzyme.
Sequenzier-Reaktion
Für die Sequenzier-Reaktion wurden zu je 5 µl des verdauten PCR-Produkts 5× BigDye
Sequenzierungs-Puﬀer, Big Dye®Terminator Reaktions-Mix und Forward- oder Reverse-
Primer in einer Konzentration von 10 pMol/µl gegeben.
Die Ansätze setzten sich folgendermaßen zusammen:
Reagenz
verdautes PCR-Produkt 5 µl
Forward- oder Reverse-Primer 1 µl
5× Puﬀer 2 µl
BigDye Reaktions-Mix 0,3 µl
ultrasteriles H2O 1,7 µl
Gesamt 10 µl
Das Programm der Sequenzier-Reaktion für den Thermocycler lautete wie folgt:
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Initiale Denaturierung 94°C 5 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 58°C 30 sec 25 Zyklen
Elongation 60°C 4 min
Schlusselongation 60°C 5 min
15°C bis zur weiteren
Bearbeitung
Im Vergleich zu einer PCR mit zwei Primern stieg die Anzahl der ampliﬁzierten DNA-
Fragmente bei der Sequenzier-Reaktion nur linear an.
Fällung
Nach der Sequenzier-Reaktion mussten die Proben gefällt werden. In einem ersten Schritt
wurde zu jeder Probe 3 µl 3M Natriumacetat (NaAc) und 50 µl 100%-iger Ethanol gege-
ben. Diese wurden anschließend für 20 Minuten bei 4300 rpm und 23°C zentrifugiert. Der
Überstand wurde abgenommen und verworfen; die Proben wurden über Kopf auf einem
Blatt Küchenkrepp mit Quick Run kurz bis etwa 800rpm zentrifugiert. In einem zweiten
Schritt wurde auf das Pellet 60 µl 70%-iger Ethanol gegeben und die Probe auf dieselbe
Weise gewaschen. Am Ende wurde das Pellet in 10 µl HiDiTM Formamide gelöst. Die so
vorbereiteten Proben waren fertig für die Analyse mit dem ABI3130xl Genetic Analyser.
Auswertung der Sequenzen
Die Rohdaten wurden mit den Programmen SeqManTM II, Chromas Version 2.23 und
ApE-A Version 1.12 ausgewertet (vgl. Abschnitt 2.1.1). Die erhaltenen Sequenzen wur-
den mit der Zielsequenz des hg18 vom März 2006 aus der öﬀentlichen UCSC Genome
Bioinformatics Datenbank verglichen und auf Abweichungen hin untersucht. Homozy-
gote Mutationen sind von heterozygoten, bei denen nur ein DNA-Strang betroﬀen ist,
zu unterscheiden. Bei homozygoten Mutationen sind die komplementären DNA-Stränge
gleichermaßen betroﬀen. Sie zeigen sich im Vergleich zur Zielsequenz als Basenaustausch
(Punktmutation), als Einfügen einer zusätzlichen Base oder mehrerer zusätzlicher Basen
(Insertion) oder als Fehlen einer oder mehrerer Basen (Deletion). Bei einer heterozygoten
Punktmutation sind zwei kleinere überlagerte Peaks zu sehen, bei einer heterozygoten
Insertion oder Deletion kommt es danach zu einer Überlagerung der Basen des nicht
mutierten Stranges mit denen des mutierten Stranges.
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3 ERGEBNISSE
3.1 Familiäre Kopplungsanalyse
Für elf Individuen der Brustkrebs-Familie (II-5, II-6, II-7, II-10, II-12, II-13, III-1, III-
5, III-6, III-7 und III-9) wurde eine genomweite Genotypisierung vorgenommen. In die
Auswertung der Genotypisierungsdaten für die Kopplungsanalyse mit Merlin wurden
35.642 SNPs einbezogen. Das Muster des familiären Risikos in der Familie zeigte an, dass
ein mutantes Allel wahrscheinlich dominant wirkt. Deswegen wurde die parametrische
Kopplungsanalyse unter Annahme eines dominanten Modells als die wichtigste Analyse
betrachtet. Alternativ wurden auch Analysen mit einem rezessiven Modell und nicht-
parametrische Analysen durchgeführt.
3.1.1 Annahme 1: Alle an Brustkrebs erkrankte Familienmitglieder tragen den
genetischen Defekt
In der parametrischen Analyse wiesen unter Annahme eines dominanten Vererbungsmo-
dells mehrere chromosomale Regionen auf Kopplung hin. Der höchste multipoint LOD-
Wert (mLOD) von 1, 8 wurde für eine Region auf dem langen Arm des X-Chromosoms
(Xq) erzielt. Auf den Autosomen erreichte ein Lokus auf 17q mit einem mLOD von
1, 35 den höchsten Wert. Drei weitere Regionen zeigten einen mLOD > 0,8: ein Lokus
auf Chromosom 19 (mLOD ∼ 1, 1), einer auf 8p (mLOD ∼ 0, 94) und ein weiterer auf
20q (mLOD ∼ 0, 87). In der nicht-parametrischen Kopplungsanalyse zeigten die fünf be-
schriebenen Regionen jeweils die höchsten Werte für Zmean.
Die Kopplungsregionen auf Xq und 17q wurden in der Haplotypenanalyse und der Ana-
lyse mit Mikrosatelliten-Markern genauer untersucht.
Kopplungsregion Xq
Die Haplotypenanalyse der Genotypisierungsdaten oﬀenbarte für die Region mit einem
Kopplungssignal auf Xq gemeinsame Haplotypen, die betroﬀene Frauen und Überträge-
rinnen der Familie gemeinsam haben (vgl. Abbildung 9). Die Individuen II-5, II-7, II-10,
II-12, III-1, III-5, III-6, III-7 und III-9 tragen den rot gekennzeichneten krankheitsspe-
ziﬁschen Haplotypen. Die Genotypisierung von drei Mikrosatelliten-Markern in dieser
Region bestätigte den Risikohaplotypen und zeigte die Allele auf, die mit der Krankheit
segregieren. Für den Dinukleotidrepeat AFMB018WD9 ist das Allel mit 172 Basen, für
den Tetranukleotidrepeat TATC043 das Allel mit 172 Basen und für den Dinukleotidre-
peat AFMA065WD9 das Allel mit 166 Basen mit der Erkrankung assoziiert.
Die Kandidatenregion überspannt einen Bereich von 14,53 Mb in der Region Xq27.2-q28.
Als ﬂankierender zentromerischer Marker konnte SNP_A-1687176 identiﬁziert werden.
III-1 ist homozygot für das Allel 1, während II-10, III-5, III-6 und III-9 homozygot für
das Allel 2 sind. Ab diesem SNP tragen die betroﬀenen Personen nicht mehr denselben
Haplotypen und SNP_A-1687176 stellt die Grenze der Kopplungsregion dar. Da telo-
merwärts keine weitere Rekombination stattgefunden hat, reicht die Kandidatenregion
bis zum Xq-Telomer.
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Abbildung 9: Haplotypenanalyse des Chromosom X.
Der Haplotyp in gelber Schrift und rotem Hintergrund segregiert mit der Erkrankung, die
Allele in weißer Schrift gehören zu Markern, die nicht informativ waren. SNP_A-1687176
ist nicht mehr mit der Erkrankung gekoppelt und stellt die Grenze der Kandidatenregion Xq
dar.
Kopplungsregion 17q
Die genauere Analyse der potenziellen Kandidatenregion auf 17q ergab, dass mit Aus-
nahme der Person III-1 alle erkrankten Frauen und obligaten Überträgerinnen den krank-
heitsassoziierten Haplotypen tragen (vgl. Abbildung 10). Person III-1 könnte somit eine
Phänokopie darstellen. Sie trägt nicht den Risikohaplotypen. Für den krankheitsspe-
ziﬁschen Haplotypen wurden zwei Mikrosatelliten-Marker einer Fragmentlängenanalyse
unterzogen. Das Allel mit 219 Basen für den Dinukleotidrepeat AFM338XG5 bzw. der
Länge von 469 Basen für den Tetranukleotidrepeat GATA49C09 segregiert in II-5, II-7,
II-10, II-12, III-5, III-6, III-7 und III-9 mit der Erkrankung.
Die Kandidatenregion überspannt einen Bereich von 24,08 Mb in der Region 17q21.33-
q25.1. SNP_A-1715757 ist der zentromerwärts ﬂankierende Marker der Kopplungsregi-
on. Das limitierende Crossing-over konnte zwischen diesem und dem folgenden Marker
SNP_A-1689534 nachvollzogen werden. In Richtung Telomer wird der mögliche Krank-
heitslokus von SNP_A-1656243 eingegrenzt. Ein Rekombinationsereignis hat zwischen
SNP_A-1656243 und SNP_A-1674114 stattgefunden.
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Abbildung 10: Haplotypenanalyse des Chromosom 17.
Der Haplotyp in gelber Schrift und rotem Hintergrund segregiert mit der Erkrankung, die
Allele in weißer Schrift gehören zu Markern, die nicht informativ waren. SNP_A-1715757
und SNP_A-1656243 sind nicht mehr mit der Erkrankung gekoppelt und stellt die Grenze
der Kandidatenregion 17q dar.
3.1.2 Annahme 2: Eine der betroﬀenen Personen im Stammbaum erkrankte an
einem sporadischen Brustkrebs
Annahme 2 geht davon aus, dass eine betroﬀene Person nicht aufgrund des in der Familie
mit der Erkrankung segregierenden genetischen Defekts, sondern aufgrund sporadischer
Genese an Brustkrebs erkrankte. Sie stellt damit lediglich eine Phänokopie dar. In der
Stammbaumdatei wurde diese Person als fehlender Phänotyp (unknown) angegeben.
Bei allen anderen betroﬀenen Individuen wurde die Segregation der Erkrankung mit
einem familiär bedingten genetischen Defekt angenommen. Die Berechnung erfolgte, in-
dem nacheinander die Betroﬀenen III-1, III-5, III-6, III-7, III-9 und II-10 auf unknown
gesetzt wurden. Die dargelegten Ergebnisse basieren in der parametrischen Kopplungs-
analyse auf einem dominanten Vererbungsmodell.
Als mögliche Kandidatenregionen für eine Kopplung wurden bei der Analyse unter die-
ser Annahme solche chromosomalen Bereiche in Betracht gezogen, die in der parame-
trischen Analyse einen multipoint LOD-Wert > 1,4 auf den Autosomen erzielten. Das
X-Chromosom wurde aufgrund des vermuteten autosomal dominant vererbten Gende-
fekts in der Familie nicht explizit untersucht. Jedoch zeigte sich im Vergleich zu der iden-
tiﬁzierten Kandidatenregion auf dem X-Chromosom unter Annahme 1 (vgl. Abschnitt
3.1.1), dass diese auch unter Annahme 2 erhöhte mLOD-Werte erreichte und jeweils die
identische chromosomale Region mit den gleichen Grenzmarkern überspannte.
Die folgenden Abbildungen 11 bis 16 zeigen die graphische Darstellung der parametri-
schen Kopplungsanalyse unter Annahme 2.
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Die mLOD-Werte sind gegen die Position in der genetischen Karte aufgetragen. Auf der
Y-Achse ist der mLOD-Wert (von -2 bis +3), auf der X-Achse die Multimarkerkarte (von
Chromosom 1 bis 22, X und Y) angezeigt. Der höchste Punkt des Graphen markiert die
wahrscheinlichste Position des Krankheitslokus. Pfeile (↘) markieren Kandidatenregio-
nen mit einem mLOD > 1,4 auf den Autosomen.
Abbildung 11: Parametrische Analyse III-1 unknown.
Abbildung 12: Parametrische Analyse III-5 unknown.
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Abbildung 13: Parametrische Analyse III-6 unknown.
Abbildung 14: Parametrische Analyse III-7 unknown.
Abbildung 15: Parametrische Analyse III-9 unknown.
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Abbildung 16: Parametrische Analyse III-10 unknown.
Person III-1 unknown
Bei Berechnung der Analyse mit Person III-1 auf unknown gesetzt, entsprachen drei
Regionen auf den Autosomen den festgelegten Kriterien (vgl. Abbildung 11). Für 20q
wurde der höchste mLOD von 2, 066 erreicht, gefolgt von 1q mit einem mLOD von 1, 949
und 17q mit einem mLOD von 1, 819. Diese drei Regionen zeigten auch in der nicht-
parametrischen Analyse die höchsten Werte für Zmean: 6, 31 für 20q, 5, 46 für 1q und
4, 75 für 17q. Die unter Annahme 1 identiﬁzierte Kandidatenregion Xq27.2-q28 erreichte
in der Analyse mit Person III-1 unknown einen mLOD von 1, 199.
Kopplungsregion 1q
Die Haplotypenanalyse zeigte für die Region mit Kopplungssignal auf 1q, dass mit Aus-
nahme der Person III-1 alle erkrankten Frauen und obligaten Überträgerinnen den krank-
heitsspeziﬁschen Haplotypen tragen (vgl. Abbildung 17). Person III-1 war in der Analyse
auf unknown gesetzt worden; sie trägt nicht den Risikohaplotypen und stellt einen spo-
radischen Brustkrebs in der Familie dar. Die Genotypisierung von drei Mikrosatelliten-
Markern in dieser Region bestätigte den krankheitsassoziierten Haplotypen und konnte
diesen weiter eingrenzen. Der Tetranukleotidrepeat GATA43A04 liegt in dem Bereich
zwischen dem ﬂankierenden und dem folgenden SNP-Marker, die die Kopplungsregion
1q-zentromerwärts begrenzen. Ein Rekombinationsereignis konnte für III-6 und II-7 zwi-
schen GATA43A04 und dem folgenden Marker SNP_A-1740449 nachvollzogen werden.
Das Allel mit 157 Basen für den Dinukleotidrepeat NIB1152 und das Allel mit 177 Basen
für AFMA339WH1 ist in allen Trägerinnen des Risikohaplotypen zu ﬁnden.
Die Kandidatenregion überspannt einen Bereich von 4,39 Mb in der Region 1q23.1-q23.3.
Als ﬂankierender Marker in Richtung Zentromer konnte GATA43A04 identiﬁziert werden.
Telomerwärts wird der Kopplungslokus von SNP_A-1673316 eingegrenzt. Eine Rekom-
bination konnte zwischen diesem Marker und SNP_A-1652430 nachvollzogen werden.
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Abbildung 17: Haplotypenanalyse 1q: Individuum III-1 unknown.
Der Haplotyp in gelber Schrift und rotem Hintergrund segregiert mit der Erkrankung. GA-
TA43A04 und SNP_A-1673316 sind nicht mehr mit der Erkrankung gekoppelt und stellen
die Grenzen der Kandidatenregion 1q dar.
Kopplungsregion 17q
Die genauere Analyse der Kopplungsregion auf 17q ergab, dass außer Individuum III-1
alle betroﬀenen Frauen und obligaten Überträgerinnen den rot markierten Risikohaplo-
typen tragen (vgl. Abbildung 18). Die Person III-1, die in der Analyse auf unknown
gesetzt worden war, konnte als Phänokopie identiﬁziert werden. Sie trägt nicht den krank-
heitsassoziierten Haplotypen. Die Kopplungsregion auf 17q unter Annahme 2 entspricht
genau derjenigen unter der Annahme 1 (vgl. Abschnitt 3.1.1). Für den Dinukleotidrepeat
AFM338XG5 ist das Allel mit 219 Basen und für den Tetranukleotidrepeat GATA49C09
das Allel mit 469 Basen mit der Erkrankung assoziiert.
Die Kandidatenregion überspannt einen Bereich von 24,08 Mb in der Region 17q21.33-
q25.1. SNP_A-1715757 ist der zentromerwärts, SNP_A-1656243 der telomerwärts ﬂan-
kierende Marker der Kopplungsregion.
3 ERGEBNISSE 45
Abbildung 18: Haplotypenanalyse 17q: Individuum III-1 unknown.
Der Haplotyp in gelber Schrift und rotem Hintergrund segregiert mit der Erkrankung, die
Allele in weißer Schrift gehören zu Markern, die nicht informativ waren. SNP_A-1715757
und SNP_A-1656243 sind nicht mehr mit der Erkrankung gekoppelt und stellen die Grenzen
der Kandidatenregion 17q dar.
Kopplungsregion 20q
Die Haplotypenanalyse der Genotypisierungsdaten zeigte für die potenzielle Kandida-
tenregion auf 20q, dass mit Ausnahme der Person III-1 alle erkrankten Frauen und ob-
ligaten Überträgerinnen den krankheitsassoziierten Haplotypen tragen (vgl. Abbildung
19). Person III-1 war in der Analyse auf unknown gesetzt worden; sie trägt nicht den
Risikohaplotypen und stellt einen sporadischen Brustkrebs in der Familie dar. Innerhalb
der Region des krankheitsspeziﬁschen Haplotypen wurden zwei Mikrosatelliten-Marker
einer Fragmentlängenanalyse unterzogen. Für den Dinukleotidrepeat AFMB298YH5 ist
das Allel mit 325 Basen, für den Trinukleotidrepeat das Allel mit 242 Basen in der Fa-
milie mit der Erkrankung assoziiert.
Die Kopplungsregion überspannt einen Bereich von 8,44 Mb in der Region 20q12-q13.2.
SNP_A-1659628 ist der ﬂankierende Marker der Kandidatenregion in Richtung Zen-
tromer. Ein Rekombinationsereignis konnte zwischen diesem SNP und dem folgenden
SNP_A-1720689 nachvollzogen werden. Telomerwärts wird die Kopplungsregion von
SNP_A-1722314 eingegrenzt. Ein Crossing-over entstand zwischen diesem Marker und
SNP_A-1743231.
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Abbildung 19: Haplotypenanalyse 20q: Individuum III-1 unknown.
Der Haplotyp in gelber Schrift und rotem Hintergrund segregiert mit der Erkrankung, die
Allele in weißer Schrift gehören zu Markern, die nicht informativ waren. SNP_A-1659628
und SNP_A-1722314 sind nicht mehr mit der Erkrankung gekoppelt und stellen die Grenzen
der Kandidatenregion 20q dar.
Person III-5 unknown
In der parametrische Kopplungsanalyse mit Individuum III-5 auf unknown gesetzt er-
reichte nur eine chromosomale Region auf den Autosomen einen mLOD > 1,4 (vgl. Ab-
bildung 12). Ein Lokus auf 7q erzielte mit einem mLOD von 1, 465 den höchsten Wert.
In der nicht-parametrischen Analyse ergab diese Region den maximalen Wert von 6, 19
für Zmean. Die auf dem X-Chromosom identiﬁzierte Kopplungsregion mit einem mLOD
von 1, 498 ist identisch der in Abschnitt 3.1.1 beschriebenen Kandidatenregion.
Kopplungsregion 7q
Die genauere Analyse der potenziellen Kandidatenregion auf 7q ergab, dass mit Ausnah-
me der Person III-5 alle erkrankten Frauen und obligaten Überträgerinnen den krank-
heitsassoziierten Haplotypen tragen (vgl. Abbildung 20). Individuum III-5 war in der
Analyse auf unknown gesetzt worden. Die Haplotypenanalyse ergab, dass III-5 in die-
ser Region von der Mutter nicht den rot markierten Risikohaplotypen, sondern den rosa
markierten Haplotypen geerbt hat. Die Erkrankung Brustkrebs ist für III-5 auf eine spora-
dische Genese zurückzuführen. Die Genotypisierung von zwei Mikrosatelliten-Markern in
dieser Region bestätigte den krankheitsassoziierten Haplotypen und konnte diesen nicht
weiter eingrenzen. Das Allel mit 281 Basen für den Dinukleotidrepeat AFMA053XB5
bzw. das Allel mit 257 Basen für den Tetranukleotidrepeat MFD442-GTTT002 ﬁndet
sich bei den Trägerinnen des Risikohaplotypen.
Die Kandidatenregion überspannt einen Bereich von 2,49 Mb in der Region 7q36.2-q36.3.
SNP_A-1714999 ist der zentromerwärts ﬂankierende Marker der Kopplungsregion. In
Richtung Telomer wird der mögliche Krankheitslokus von SNP_A-1754544 eingegrenzt.
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Abbildung 20: Haplotypenanalyse 7q: Individuum III-5 unknown.
Der Haplotyp in gelber Schrift und rotem Hintergrund segregiert mit der Erkrankung, die
Allele in weißer Schrift gehören zu Markern, die nicht informativ waren. SNP_A-1714999
und SNP_A-1754544 sind nicht mehr mit der Erkrankung gekoppelt und stellen die Grenzen
der Kandidatenregion 7q dar.
Person III-6 unknown
Bei Berechnung der Analyse mit Person III-6 auf unknown gesetzt, entsprachen zwei
Regionen auf den Autosomen den festgelegten Kriterien (vgl. Abbildung 13). Ein Bereich
auf 8p erreichte den höchsten mLOD von 2, 654, gefolgt von einem mLOD von 2, 429 auf
13q. Diese zwei Regionen zeigten auch in der nicht-parametrischen Analyse die höchs-
ten Werte für Zmean: 8, 44 für 8p und 5, 89 für 13q. Die unter Annahme 1 identiﬁzierte
Kandidatenregion auf dem X-Chromosom erreichte in der Analyse mit Individuum III-6
unknown einen mLOD von 1, 498.
Kopplungsregion 8p
Die Haplotypenanalyse zeigte für die Kopplungsregion auf 8p, dass mit Ausnahme der
Personen III-6 und II-7 alle erkrankten Frauen und obligaten Überträgerinnen den ro-
ten Risikohaplotypen tragen (vgl. Abbildung 21). Person III-6, die in der Analyse auf
unknown gesetzt worden war, konnte als Phänokopie identiﬁziert werden. Die Haploty-
penanalyse ergab, dass bereits die Mutter II-7 keine Trägerin des roten Risikohaplotypen
ist. Für den krankheitsassoziierten Haplotypen wurden zwei Mikrosatelliten-Marker einer
Fragmentlängenanalyse unterzogen. Beide Marker lagen in dem Bereich, der eventuell
weiter eingegrenzt werden konnte. Das Allel mit 162 Basen für den Dinukleotidrepeat
21× TG segregiert in II-5, II-10, II-12, III-1, III-5, III-7 und III-9 mit der Erkrankung.
Der Dinukleotidrepeat AFM143XD8 diente der weiteren Eingrenzung der Kandidatenre-
gion auf 8p. Für Person III-9 konnte zwischen diesem Marker und dem Marker 21× TG
ein Rekombinationsereignis nachvollzogen werden.
Die Kopplungsregion überspannt einen Bereich von 2,12 Mb in der Region 8p23.3. AFM14-
3XD8 ist der zentromerwärts ﬂankierende Marker der Kopplungsregion.
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Abbildung 21: Haplotypenanalyse 8p: Individuum III-6 unknown.
Der Haplotyp in gelber Schrift und rotem Hintergrund segregiert mit der Erkrankung, die
Allele in weißer Schrift gehören zu Markern, die nicht informativ waren. AFM142XD8 ist
nicht mehr mit der Erkrankung gekoppelt und stellt die Grenze der Kandidatenregion 8p dar.
Kopplungsregion 13q
Die genauere Analyse der potenziellen Kandidatenregion auf 13q ergab, dass mit Aus-
nahme der Personen III-1, III-6 und II-7 alle erkrankten Frauen und obligaten Über-
trägerinnen den krankheitsassoziierten Haplotypen tragen (vgl. Abbildung 22). Person
III-6 war in der Analyse auf unknown gesetzt worden. Die Haplotypenanalyse zeigte,
dass bereits die Mutter II-7 keine Überträgerin des rot markierten Risikohaplotypen ist
und Person III-6 somit an einem sporadischen Brustkrebs erkrankte. Individuum III-
1 konnte ebenfalls als Phänokopie identiﬁziert werden. Die Genotypisierung von drei
Mikrosatelliten-Markern in der Kopplungsregion 13q bestätigte mit einer Ausnahme den
krankheitsspeziﬁschen Haplotypen. Für den Dinukleotidrepeat AFM338WD9 ist das Al-
lel mit 175 Basen, für den Dinukleotidrepeat AFM155YB6 das Allel mit 246 Basen und
für den Trinukleotidrepeat das Allel mit 482 Basen mit dem Risikohaplotypen assozi-
iert. Person II-10 ist homozygot mit 244 Basen für den Marker AFM155YB6 und trägt
hier folglich nicht das Risikoallel. Dieses Ergebnis kann einen Genotypisierungsfehler wi-
derspiegeln, durch schwierige Auswertung des Dinukleotidrepeats, der Überlagerungen
durch Stotterbanden aufweist, bedingt sein sowie eine Keimbahnmutation in Person 1-6
darstellen.
Die Kandidatenregion überspannt einen Bereich von 17,66 Mb in der Region 13q32.1-q34.
Als ﬂankierender Marker der Kandidatenregion konnte SNP_A-1699107 identiﬁziert wer-
den. Zwischen diesem Marker und dem folgenden SNP_A-1674201 konnte ein Rekombi-
nationsereignis in der Familiensituation nachvollzogen werden. Telomerwärts konnte kein
Rekombinationsereignis gefunden werden, das die Kopplungsregion begrenzt.
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Abbildung 22: Haplotypenanalyse 13q: Individuum III-6 unknown.
Der Haplotyp in gelber Schrift und rotem Hintergrund segregiert mit der Erkrankung, die
Allele in weißer Schrift gehören zu Markern, die nicht informativ waren. SNP_A-1699107
ist nicht mehr mit der Erkrankung gekoppelt und stellt die Grenze der Kandidatenregion 13q
dar.
Person III-7 unknown
In der parametrische Kopplungsanalyse mit Individuum III-7 auf unknown gesetzt er-
reichte nur eine chromosomale Region auf den Autosomen einen mLOD > 1,4 (vgl. Ab-
bildung 14). Ein Lokus auf Chromosom 19 erzielte mit einem mLOD von 2, 444 den
höchsten Wert. In der nicht-parametrischen Analyse ergab diese Region den maximalen
Wert von 7, 03 für Zmean. Die auf dem X-Chromosom identiﬁzierte Kopplungsregion mit
einem mLOD von 1, 499 ist identisch der in Abschnitt 3.1.1 beschriebenen Kandidaten-
region.
Kopplungsregion 19
Die Haplotypenanalyse der Genotypisierungsdaten zeigte für die Kopplungsregion auf
Chromosom 19, dass mit Ausnahme der Personen III-1 und III-7 alle erkrankten Frauen
und obligaten Überträgerinnen den roten Risikohaplotypen tragen (vgl. Abbildung 23).
Individuum III-7 war in der Analyse auf unknown gesetzt worden. Die Haplotypenana-
lyse ergab, dass III-7 in dieser Region von der Mutter nicht den rot markierten Risiko-
haplotypen, sondern den rosa markierten Haplotypen geerbt hat. Die Personen III-7 und
III-1 konnten als Phänokopien identiﬁziert werden. Für den krankheitsassoziierten Haplo-
typen wurden drei Mikrosatelliten-Marker einer Fragmentlängenanalyse unterzogen, die
diesen bestätigten und zu einer weiteren Eingrenzung der Kandidatenregion führten.
Der Tetranukleotidrepeat UT705 liegt in dem Bereich zwischen dem ﬂankierenden und
dem folgenden SNP-Marker, die die Kopplungsregion 19p-telomerwärts begrenzen. Ein
limitierendes Crossing-over konnte für III-9 zwischen UT705 und dem folgenden Marker
SNP_A-1704341 nachvollzogen werden. Das Allel mit 156 Basen für den Trinukleotidre-
peat ATA37G08 und das Allel mit 246 Basen für den Tetranukleotidrepeat GGAA21A04
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ist in allen Trägerinnen des Risikohaplotypen zu ﬁnden.
Die Kopplungsregion überspannt einen Bereich von 25,38 Mb in der Region 19p13.2-
q12. UT705 ist der 19p-telomerwärts, SNP_A-1666276 der 19q-telomerwärts ﬂankierende
Marker der Kandidatenregion.
Abbildung 23: Haplotypenanalyse 19: Individuum III-7 unknown.
Der Haplotyp in gelber Schrift und rotem Hintergrund segregiert mit der Erkrankung, die Al-
lele in weißer Schrift gehören zu Markern, die nicht informativ waren. UT705 und SNP_A-
1666276 sind nicht mehr mit der Erkrankung gekoppelt und stellen die Grenzen der Kandi-
datenregion auf Chromosom 19 dar.
Person III-9 bzw. II-10 unknown
Bei Berechnung der Analyse mit Individuum III-9 bzw. II-10 auf unknown gesetzt
erreichte keine Region auf den Autosomen einen mLOD > 1,4 (vgl. Abbildung 15 und 16).
Die unter Annahme 1 identiﬁzierte Kandidatenregion auf dem X-Chromosom erreichte
bei der Berechnung mit Person III-9 unknown einen mLOD von 1, 499 bzw. mit Person
II-10 unknown einen mLOD von 1, 798.
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3.1.3 Zusammenstellung der Kandidatenregionen
Kandidaten-
Region
Individuum
unknown
ﬂankierende
Marker
physikalische
Position
(nach hg18)
mLOD Kopplungs-
bereich
(in Mb)
Xq27.2-q28 / SNP_A-1687176
Xq Telomer
140384457
154913754
∼ 1, 8 14,53
17q21.33-q25.1 / SNP_A-1715757
SNP_A-1656243
46654293
70734460
∼ 1.35 24,08
1q23.1-q23.3 III-1 GATA43A04
SNP_A-1673316
156199127
160592447
1.949 4,39
17q21.33-q25.1 III-1 SNP_A-1715757
SNP_A-1656243
46654293
70734460
1.819 24,08
20q12-q13.2 III-1 SNP_A-1659628
SNP_A-1722314
40749905
49190813
2.066 8,44
7q36.2-q36.3 III-5 SNP_A-1714999
SNP_A-1754544
153661756
156156741
1.465 2,49
8p23.3 III-6 8p Telomer
AFM142XD8
1
2117883
2.654 2,12
13q32.1-q34 III-6 SNP_A-1699107
13q Telomer
96484285
114142980
2.429 17,66
19p13.2-q12 III-7 UT705
SNP_A-1666276
10556621
35934942
2.444 25,38
3.2 Kandidatengene
In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der UCSC Genome Bioinformatics Datenbank in der
Karte des humanen Genoms hg18 vomMärz 2006 nach den Genen gesucht, die in den acht
Kandidatenregionen liegen. Es wurden nur Gene mit einem RefSeq-Status berücksichtigt.
Für die Kopplungsregion Xq27.2-q28 wurden 123 Gene, für 17q21.33-q25.1 174 Gene,
für 1q23.1-q23.3 96 Gene, für 20q12-q13.2 104 Gene, für 7q36.2-q36.3 9 Gene, für 8p23.3
11 Gene, für 13q32.1-q34 71 Gene und für 19p13.2-q12 278 Gene in die Kandidatengen-
analyse miteinbezogen. In den Tabellen 3− 10 des Anhangs sind die insgesamt 866 Gene
in den acht Kandidatenregionen mit Angabe ihres Gennamens, der RefSeq-Nummer, des
Transkriptionsstartpunkts und endpunkts, der Exonzahl, der Genbeschreibung und ei-
ner kurzen Funktionsbeschreibung alphabetisch gelistet.
Um die Gene in den Kandidatenregionen nach ihrer Funktion und möglichen Rolle als
Kandidatengene für die Erkrankung Brustkrebs zu untersuchen, wurden diese in ein
Rangsystem mit den Werten 1, 2, 3 oder 4 eingeordnet. Hierbei wurden die acht Kandi-
datenregionen unabhängig von ihrem jeweiligen erreichten mLOD-Wert als gleichwertige
Regionen für die Lokalisation des genetischen Defekts betrachtet. Rang 1 erhielten nur
Gene, die bereits als mögliche Tumorsuppressorgene bzw. Onkogene beschrieben wor-
den sind und für die eine Assoziation mit Brustkrebs (Ampliﬁkation, Expressionsverän-
derung, LOH in Brustkrebs) nachgewiesen worden ist. Der Rang 2 zeigt an, dass für
dieses Gen entweder eine Assoziation mit Brustkrebs beschrieben worden ist oder es ei-
ne mögliche Rolle in der Karzinogenese spielen könnte. Das sind zum einen Gene, die
als Tumorsuppressoren oder Onkogene wirken könnten und zum anderen Gene, die als
DNA-Reparaturgene, Apoptosegene oder Telomerasegene zu Tumorgenen transformieren
könnten. Gene mit Rang 3 wurden aufgrund ihrer bisher bekannten Funktion als unwahr-
scheinliche Kandidatengene für Brustkrebs ausgeschlossen. Den Rang 4 erhielten Gene,
über die aufgrund des fehlenden oder unzureichenden Wissens bezüglich ihrer Funktion
3 ERGEBNISSE 52
keine Aussage gemacht werden konnte. Diese Gene können jedoch als Kandidatengene für
die Brustkrebssuszeptibilität in der vorliegenden Familie nicht ausgeschlossen werden.
Durch diese auf Datenbank- und Literaturrecherche basierende Kandidatengenanalyse
konnte 56 Genen in den acht Kopplungsregionen ein Rang 1 oder 2 zugewiesen wer-
den. Zusätzlich wurden in den Kandidatenregionen diejenigen Gene identiﬁziert, die
nach der Netzwerkmodell-Strategie von Pujana et al. (2007) [45] als interessante Ge-
ne für Brustkrebsprädisposition beschrieben worden sind. Dies war für neun Gene zu-
treﬀend (vgl. Abschnitt 4). Die Gesamtzahl von 866 Genen in den acht Kopplungsre-
gionen konnte durch diese systematische Funktionsanalyse auf 62 mögliche Kandidaten-
gene eingeschränkt werden. Für die Kandidatenregion Xq27.2-q28 entsprachen 2 Gene,
für 17q21.33-q25.1 18 Gene, für 1q23.1-q23.3 10 Gene, für 20q12-q13.2 11 Gene, für
7q36.2-q36.3 2 Gene, für 8p23.3 kein Gen, für 13q32.1-q34 7 Gene und für 19p13.2-q12
12 Gene den Voraussetzungen. Um eine Rangordnung innerhalb der 62 Kandidatenge-
nen für Brustkrebssuszeptibilität zu erstellen, wurden diese im nächsten Schritt auf das
Übereinstimmen mit vier Kriterien überprüft:
 Funktion als mögliches Tumorsuppressorgen bzw. Onkogen
 Assoziation des Gens mit Brustkrebs (Expressionsveränderung, Ampliﬁkation, LOH
in Brustkrebs)
 Rolle des Gens in der DNA-Reparatur als kritischen Signalweg für Brustkrebssus-
zeptibilität
 Funktion des Gens im Apoptose-Signalweg, in der Proliferation oder in der Zellzyk-
luskontrolle. Positive Wirkung des Gens auf die Proliferation bzw. negative Wir-
kung auf die Apoptose bei fehlender bzw. herunterregulierter Expression oder über-
aktivierter Transkription.
In der folgenden Tabelle sind die 62 Kandidatengene gelistet und den vier Kriterien zu-
geordnet.
Gen
Symbol
Rang
Gen
nach
Pujana
et
al. [45]
möglicher/s
Tumor-
suppressor/
Onkogen
assoziiert
mit
Brustkrebs
Rolle
in DNA-
Reparatur
Rolle
in Apoptose,
Proliferation
oder
Zellzyklus-
kontrolle
Xq BRCC3 2 + +
Xq TREX2 2 + +
17q Sep 04 2 +
17q APPBP2 2 +
17q AXIN2 2 + +
17q BCAS3 2 +
17q BRIP1 1 + + +
17q C17orf28 2 +
17q ERN1 2 +
17q FDXR 2 +
17q HELZ 2 (+)
17q LYK5 2 (+) +
17q PPM1D 2 + +
17q PTRH2 2 +
17q RAD51C 1 + + + +
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17q RPS6KB1 2 + +
17q SLC9A3R1 1 + + +
17q SUMO2 2 (+) (+)
17q TBX2 2 +
17q TRIM25 2 (+) +
1q AIM2 2 + +
1q CD1C 3 +
1q DEDD 2 +
1q IFI16 2 + +
1q NIT1 2 + +
1q PEA15 2 + +
1q PEX19 2 +
1q PYHIN1 1 + + +
1q SDHC 2 + +
1q SUMO1 2 (+) (+)
20q ADNP 2 + +
20q BCAS4 2 +
20q C20orf10 2 +
20q CSE1L 2 +
20q MYBL2 4 + +
20q NCOA3 2 +
20q STK4 2 + +
20q TP53RK 2 +
20q UBE2C 3 +
20q UBE2V1 2 + +
20q WISP2 2 + +
7q EN2 2 + +
7q PAXIP1 2 + (+) +
13q CUL4A 2 + + (+)
13q ERCC5 2 +
13q GAS6 2 + +
13q ING1 1 + + +
13q LAMP1 2 +
13q LIG4 2 +
13q TFDP1 2 + + +
19 CCNE1 2 +
19 DDX39 3 +
19 GADD45 2 + +
19 ILF3 4 +
19 JUNB 2 +
19 PKN1 2 +
19 PLEKHF1 2 +
19 PRDX2 2 +
19 RAD23A 2 +
19 SMARCA4 2 + +
19 UBA52 2 (+)
19 ZNF43 4 +
(+) steht für einen indirekten Zusammenhang mit dem entsprechenden Kriterium.
Da es den Rahmen dieser Arbeit überschritten hätte, alle 62 Kandidatengene durch
Sequenzanalyse zu untersuchen, wurden durch die Kandidatengenanalyse systematisch
diejenigen Gene identiﬁziert, die nach den angesetzten Kriterien am wahrscheinlichsten
für den Brustkrebs in der untersuchten Familie verantwortlich sein könnten. Die fünf
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Gene BRIP1 (17q), RAD51C (17q), SLC9A3R1 (17q), PYHIN1 (1q) und ING1 (13q)
erfüllten mindestens drei der angesetzten Kriterien und stellten somit die interessantes-
ten Kandidatengene dar. Die übrigen 57 Gene erfüllten weniger als drei Kriterien und
wurden, als zweitrangig eingestuft, nicht weiter analysiert.
3.3 Sequenzierung
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die vier möglichen Kandidatengene RAD51C, PYHIN1,
ING1 und SLC9A3R1 durch eine Sequenzanalyse näher untersucht. Das Gen BRIP1 ist
bereits im Vorfeld sequenziert worden, ohne dass pathogene Mutationen gefunden wer-
den konnte. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der Zielsequenz des hg18 vom März
2006 aus der öﬀentlichen UCSC Genome Bioinformatics Datenbank verglichen und auf
Abweichungen hin untersucht.
Da die Analyse des Stammbaums einen autosomal dominant vererbten genetischen Defekt
vermuten lässt, kann man davon ausgehen, dass alle Betroﬀenen und Überträger des Gen-
defekts die verursachende Mutation nur in einer Kopie ihrer homologen DNA-Sequenzen
aufweisen. Gesunde Kontrollpersonen sollten diese Mutation nicht tragen. Unter allen
gefundenen Sequenzveränderungen tritt diese Situation jedoch nicht auf.
Das Gen RAD51C besteht aus 9 kodierenden Exonen, die für III-5, II-5 und II-6 sequen-
ziert wurden. In Exon 1 wurde eine Abweichung zur Vergleichssequenz hg18 gefunden:
SNP II-5 II-6 III-5 hg18 Ancestrales
Allel
Allele Average Het.
+/- std. error
rs12946397 T/T C/C C/T C/C C C,T 0.323 +/-0.239
Dabei handelt es sich jedoch um einen polymorphen SNP. Keine weiteren Sequenzverän-
derungen wurden gefunden.
Das Gen ING1 enthält 2 kodierende Exone, die für III-9, II-12 und II-13 sequenziert
wurden. In den Isoformen b und c des Exon 1 konnten insgesamt drei Sequenzverände-
rungen im Vergleich mit der hg18-Sequenz gefunden werden:
SNP II-12 II-13 III-9 hg18 Ancestrales
Allel
Allele Average Het.
+/- std. error
rs12875067 A/G G/G G/G A/A G G,A 0.447+/-0.154
rs7338333 G/G G/G G/G T/T G G,T unbekannt
rs9555726 T/T T/T T/T C/C C C,T 0.491+/-0.065
Dabei handelt es sich jedoch jeweils um einen polymorphen SNP. Keine weiteren Se-
quenzveränderungen wurden gefunden.
Das Gen PYHIN1 besteht aus 9 kodierenden Exonen, die für III-5, II-5 und II-6 und
Exon 8 zusätzlich für III-9, II-12 und II-13 analysiert wurden. Es wurde keine Sequenz-
veränderung gefunden.
Das Gen SLC9A3R1 besteht aus 6 kodierenden Exonen, die für III-9, II-12 und II-13
analysiert wurden. Es wurde keine Sequenzveränderung gefunden.
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4 DISKUSSION
In der vorliegenden Arbeit wurde mittels des positionellen Kandidatengenverfahrens bei
einer BRCA1/2-negativen Familie, in der das Mammakarzinom in einer autosomal do-
minanten Weise segregiert, nach einem neuen Brustkrebsgen gesucht.
In der detaillierten Auswertung der Kopplungsdaten, auch unter der Annahme von spora-
dischen Phänokopien, wurden acht Kandidatenregionen auf acht unterschiedlichen Chro-
mosomen identiﬁziert. Diese konnten durch die Genotypisierung von Mikrosatelliten-
Markern bestätigt werden und die exakten Grenzen der Kopplungsregionen wurden be-
stimmt. Mittels einer funktionsorientierten Analyse wurde unter den 866 in den Kopp-
lungsregionen liegenden Genen nach möglichen Kandidatengenen für die Erkrankung
Brustkrebs gesucht. Aus den 62 identiﬁzierten Kandidatengenen wurden die fünf ge-
eignetsten (BRIP1, RAD51C, PYHIN1, ING1 und SLC9A3R1) mittels Sequenzanalyse
untersucht. Es konnte jedoch keine krankheitsassoziierte Mutation entdeckt werden.
Trotz der systematischen Vorgehensweise konnte im Rahmen dieser Arbeit der gene-
tische Defekt, der in der untersuchten Familie für den familiär auftretenden Brustkrebs
ursächlich ist, nicht gefunden werden. Ausgehend von den vorliegenden Ergebnissen zei-
gen sich jedoch einige Punkte, die einer tieferen Diskussion bedürfen.
Zunächst stellt sich die Frage, ob das positionelle Kandidatengenverfahren die richti-
ge Strategie ist, um das verantwortliche Krankheitsgen zu identiﬁzieren. Ferner muss
die Wahl des Vererbungsmodus autosomal dominant und die Problematik des vorhan-
denen Kopplungssignals auf dem X-Chromosom beleuchtet werden. Es besteht zudem
die Möglichkeit, dass die in der Kopplungsanalyse identiﬁzierten Kandidatenregionen
falsch positive Signale widerspiegeln und somit der verantwortliche Krankheitslokus nicht
herausgeﬁltert wurde. Hierfür muss auf die Signiﬁkanz der Kopplungsregionen und die
statistische Aussagekraft der Familie eingegangen werden. Des Weiteren stellt sich be-
züglich der Identiﬁzierung aller Gene in den acht Kandidatenregionen die Frage nach
der Vollständigkeit der gelisteten Gene. Obwohl die anschließend durchgeführte Kan-
didatengenanalyse zu Erfolg versprechenden Ergebnissen führen sollte, ist eine Identi-
ﬁkation und Weiterverfolgung nicht relevanter Kandidatengene nicht auszuschließen.
Ebenfalls besteht die Möglichkeit, dass das richtige Krankheitsgen ausgeschlossen wurde.
Der Methodik der Sequenzierung sind bei der Detektion der krankheitsverursachenden
Mutation Grenzen gesetzt. Somit dürfen die fünf sequenzierten Kandidatengene nicht als
endgültig ausgeschlossen betrachtet werden, für den in der Familie auftretenden Brust-
krebs verantwortlich zu sein. Es ist zudem interessant einen Vergleich zu den in anderen
Kopplungsstudien gefundenen Kandidatenregionen anzustellen. Abschließend soll unter
Bezugnahme der Kopplungsdaten erörtert werden, ob die zwei großen Brustkrebsgene
BRCA1 und BRCA2 für die untersuchte Familie wirklich auszuschließen sind.
Eine genetische Disposition wird bei 5-10% aller Brustkrebspatientinnen als Ursache
der Erkrankung angenommen. Zurzeit sind einige, aber längst nicht alle beteiligten Gen-
veränderungen und ihre Auswirkungen bekannt. Das gehäufte Vorkommen von Familien
mit einer hohen Konzentration an Brustkrebserkrankungen, die negativ für eine Mutati-
on in den Genen BRCA1 und BRCA2 sind, lässt vermuten, dass noch ein oder mehrere
autosomal dominant vererbte Brustkrebssuszeptibilitätsgene mit hoher Penetranz existie-
ren [14]. Die hier vorliegende Arbeit basiert auf der Untersuchung einer einzigen Familie,
in der sieben Frauen, mindestens sechs von ihnen vor dem fünfzigsten Lebensjahr, die
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Diagnose Brustkrebs erhielten. Anhand dieser Familie mit vielen Erkrankungen in jungen
Jahren und dem weitgehenden Ausschluss einer Beteiligung von BRCA1 und BRCA2,
lässt sich die Vermutung anstellen, dass ein BRCA1/2-ähnliches Gen für das erhöhte
Brustkrebsrisiko verantwortlich ist. Das Auftreten der Erkrankung im Stammbaum lässt
einen autosomal dominanten und monogen vererbten genetischen Defekt mit unvollstän-
diger Penetranz vermuten, der das familiäre Mammakarzinom bedingt.
Eine sehr erfolgreiche Strategie zur Identiﬁzierung eines Krankheitsgens mit hoher Pene-
tranz ist die Kopplungsanalyse mit einem sich anschließenden positionellen Klonierungs-
ansatz. Unter diesem Ansatz wurde das positionelle Kandidatengenverfahren gewählt, um
bei der vorliegenden Brustkrebs-Familie das verantwortliche Krankheitsgen zu ﬁnden. Es
ist jedoch zu beachten, dass die familiäre Häufung der Erkrankung auch durch eine Ko-
inzidenz mehrerer Suszeptibilitätsallele mit niedriger Penetranz bedingt sein könnte, die
additiv oder multiplikativ das Risiko beeinﬂussen, und zusammen mit Umweltrisikofak-
toren für Brustkrebs verantwortlich sind [12]. Suszeptibilitätsgene, die mit einem niedrig
bis mäßig erhöhten Risiko zu erkranken verbunden sind, können mit der gewählten Me-
thode nicht identiﬁziert werden, da die Beziehung zwischen Genotyp und Phänotyp sehr
viel schwächer ist [14]. Dies zeigt die Problematik der positionellen Kandidatengenanaly-
se bei Krankheiten mit komplexer Ätiologie, die sich in der Analyse auf einzelne Familien
beschränken müssen.
Die Aussagekraft einer Kopplungsanalyse wird von mehreren Faktoren beeinﬂusst, welche
zu einer Fehlinterpretation der in dieser Arbeit identiﬁzierten Kopplungssignale führen
können. Das dominante Vererbungsmodell rare dominant, das der parametrischen Kopp-
lungsanalyse zugrundegelegt wurde, könnte sowohl in der Festlegung der Parameter (Fre-
quenz und Penetranz) als auch des Vererbungsmodus nicht der Realität entsprechen und
zur Identiﬁzierung falscher bzw. artiﬁzieller Kopplungssignale geführt haben. Daher
war es von Vorteil, sowohl parametrische als auch die vom Vererbungsmodus unabhängi-
ge nicht-parametrische Kopplungsanalysen durchzuführen, um falsch positive bzw. falsch
negative Ergebnisse zu vermeiden. Die in der parametrischen Kopplungsanalyse identiﬁ-
zierten acht Kandidatenregionen zeigten jeweils auch in der nicht-parametrischen Analyse
übereinstimmende Ergebnisse.
In der parametrischen Kopplungsanalyse wurde unter der Annahme (Annahme 1), dass
allen Erkrankungen derselbe genetische Defekt zugrunde liegt, der höchste mLOD von
1, 8 auf dem X-Chromosom erzielt. Das höchste Kopplungssignal auf den Autosomen
lag auf 17q (mLOD = 1, 35). Das hohe Kopplungssignal auf dem X-Chromosom wies
auf eine X-gekoppelte Vererbung des Krankheitsgens hin und widersprach somit dem
aus der Stammbaumanalyse hervorgehenden autosomal dominanten Vererbungsmodus.
X-chromosomale Merkmale sind meist rezessiv mit voller Penetranz in den hemizygoten
Männern. Da bei zwei der im Stammbaum aufgeführten Männern, über welche der Gen-
defekt weitergegeben hätte werden müssen, keine Erkrankung Brustkrebs bekannt ist,
erschien ein X-chromosomaler Erbgang in dieser Familie nicht wahrscheinlich. Trotz die-
ser Unstimmigkeiten wurde die Kopplungsregion auf dem X-Chromosom in die weitere
Analyse miteinbezogen.
Weiter stellt das Phänomen der inkompletten Penetranz ein Problem dar, da von dem
Trägerstatus des Krankheitsallels nicht deﬁnitiv auf den Krankheitsstatus geschlossen
werden kann. In der Stammbaumanalyse wurden obligate Überträgerinnen des Gende-
fekts identiﬁziert, für die noch keine Diagnose Brustkrebs gestellt worden war. Der ge-
netische Defekt wirkt in der untersuchten Familie somit mit unvollständiger Penetranz.
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Um dieser Tatsache gerecht zu werden, wurde die Penetranz im Vererbungsmodell der
Kopplungsanalyse auf 0,90 festgelegt.
Die Auswertung der Kopplungsdaten wurde zusätzlich unter einer weiteren Annahmen
(Annahme 2) durchgeführt, welche die Problematik eventuell vorkommender Phänoko-
pien adressieren sollte. Diese berücksichtigt, dass eine betroﬀene Person nicht aufgrund
des in der Familie mit der Erkrankung segregierenden genetischen Defekts, sondern auf-
grund sporadischer Genese an Brustkrebs erkrankte. Diese Einschränkung in der Aus-
wertung ist in Hinblick auf die hohe Prävalenz von Brustkrebs in der Bevölkerung zu
beachten. Die Berechnung erfolgte, indem nacheinander verschiedene Betroﬀene auf un-
known gesetzt wurden. Unter dieser Annahme wurden bei der Analyse als mögliche
Kandidatenregionen solche chromosomalen Regionen in Betracht gezogen, die in der pa-
rametrischen Analyse einen mLOD-Wert > 1,4 auf den Autosomen erzielten. So konnten
sieben Kopplungsregionen identiﬁziert werden, wobei eine Kopplungsregion (17q) unter
Annahme 1 und Annahme 2 einander entsprach. Von einer weiteren Annahme, dass zwei
oder sogar drei der an Brustkrebs erkrankten Personen aufgrund sporadischer Genese
erkrankten und somit Phänokopien darstellen, wurde im Rahmen dieser Arbeit abgese-
hen. In der Kopplungsanalyse würden nicht angegebene Phänokopien den mLOD-Wert
zusätzlich verringern.
Das Signiﬁkanzniveau ist eine wichtige Größe zur Bestimmung des Vorliegens einer signi-
ﬁkanten Kopplung. Während für X-chromosomale Loki ein Signiﬁkanzlevel von 0,01 als
ausreichend betrachtet wird, wird bei autosomalen Loki ein Level von 0,001 angesetzt;
d.h. das Ergebnis wird als signiﬁkant erachtet, wenn der maximale LOD einen Wert von
mindestens 3 (autosomale Loki) bzw. mindestens 2 (X-chromosomale Loki) erreicht [3].
Die acht identiﬁzierten Kopplungsregionen dieser Studie können aufgrund der festgestell-
ten mLOD-Werte von maximal 2,654 (auf 8p) nicht als klassisch signiﬁkant gewertet
werden.
Die Wahrscheinlichkeit, dass der gesuchte genetische Defekt in der postulierten Kopp-
lungsregion liegt, wird durch den Faktor 10X , wobei X den mLOD-Wert angibt, ausge-
drückt.
Diese Wahrscheinlichkeit ist in der folgenden Tabelle für jede identiﬁzierte Kandidaten-
region aufgeführt.
Kopplungsregion mLOD Wahrscheinlichkeit 10X
Annahme 1
Xq 1,8 63,1
17q 1,35 22,4
Annahme 2
1q 1,949 88,9
17q 1,819 65,9
20q 2,066 116,4
7q 1,465 29,2
8p 2,654 450,8
13q 2,429 268,5
19 2,444 278,0
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Die telomerische Region auf Chromosom 8p stellt mit einem mLOD von 2, 645 den wahr-
scheinlichsten Lokus für Kopplung mit dem hypothetischen Krankheitslokus dar. Dieses
Kopplungssignal könnte jedoch falsch positiv sein, da telomerische Regionen dazu neigen
erhöhte LOD-Werte aufzuweisen [46]. In der Kandidatengenanalyse zeigte sich für diese
Kopplungsregion auch kein mögliches Kandidatengen.
Für die statistische Aussagekraft einer Kopplungsanalyse spielt neben der Anzahl der
untersuchten Familienmitglieder auch die Struktur der Familie eine Rolle. Ideale Struk-
turen für eine Kopplungsanalyse sind bei Familien zu ﬁnden, in denen drei Generationen
mit jeweils acht Kindern vorhanden sind und alle vier Großelternpaare zur Verfügung
stehen [3]. Eine Familie mit diesen Voraussetzungen ist allerdings selten und lag auch
in dieser Untersuchung nicht vor. Die statistische Aussagekraft der Familie ist demnach
gering. Es stehen zu wenige Meiosen zur Verfügung, die erforderlich wären, um einen aus-
reichend hohen und damit signiﬁkanten LOD-Wert von 3 zu erzielen. Jede Meiose in einer
Familie, d.h. jede Möglichkeit zur Rekombination während der Entstehung einer Keim-
zelle, trägt log(2) ≈ 0, 3 zur Höhe des LOD-Werts bei. Aus statistischen Gründen muss
vor der Berechnung des erwarteten LOD-Werts eine Meiose pro Familie von der Gesamt-
zahl subtrahiert werden [3]. Nach dieser Faustregel kann die Kopplungsanalyse der dieser
Arbeit zugrundeliegenden relativ kleinen Familie mit 9 Meiosen (II-5, II-7, II-10, II-12,
III-1, III-5, III-6, III-7 und III-9) einen maximalen LOD-Wert von etwa 8× 0, 3 = 2, 4 er-
warten. Zusätzlich verringert das Auftreten von Phänokopien den mLOD. Das Vorliegen
nicht-signiﬁkanter Kandidatenregionen ist somit auf die zu geringe Kraft eine signiﬁkante
Kopplung zu detektieren zurückzuführen. Um eventuell falsch positive Kopplungsregio-
nen zu identiﬁzieren und damit die Anzahl der Kandidatenregionen einzuschränken, ist
es notwendig die Kraft der Analyse zu erhöhen. Dies könnte durch die Einbeziehung
der fünften Generation in die genomweite Analyse und die dadurch zur Berechnung des
LOD-Werts zur Verfügung stehenden weiteren Meiosen erreicht werden. Die Schwierig-
keit für die Berücksichtigung der fünften Generation besteht darin, dass der Phänotyp
der Erkrankung Brustkrebs bei diesen Familienmitgliedern aufgrund zu niedrigen Alters
noch nicht aufgetreten ist.
Um die Kandidatenregionen und deren genaue Grenzen zu identiﬁzieren, bediente man
sich der Haplotypenanalyse. Bei der Haplotypenanalyse wurden die wahrscheinlichsten
Haplotypen für die genotypisierten Individuen ermittelt, indem die Allele der Elterngene-
ration derart den jeweiligen Chromosomen zugeordnet wurden, dass mit einer minimalen
Anzahl an Rekombinationen alle Haplotypen der nachfolgenden Generation rekonstruiert
werden konnten.
Ist nun ein Marker nicht informativ, können die Allele nicht eindeutig zugeordnet wer-
den; d.h. ist eine Person der Elterngeneration homozygot für einen Marker oder sogar für
mehrere aufeinanderfolgende Marker, so kann die Lokalisation eines Rekombinationser-
eignisses in dieser Region nicht eindeutig bestimmt werden.
Um die krankheitsassoziierten Haplotypen zu bestätigen und die identiﬁzierten Kandi-
datenregionen der Kopplungsanalyse zu überprüfen, wurden für jede identiﬁzierte Kopp-
lungsregion Mikrosatelliten-Marker genotypisiert. Die Ergebnisse der Haplotypenanalyse
konnten durch den Einsatz der Mikrosatelliten-Marker repliziert und somit bestätigt wer-
den.
In der positionellen Kandidatengenanalyse wurde mit Hilfe der UCSC Genome Bioin-
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formatics Datenbank in der Karte des humanen Genoms hg18 vom März 2006 nach den
Genen gesucht, die in den acht Kandidatenregionen liegen. Mit diesem Kandidatengen-
verfahren konnten nur solche Gene analysiert werden, die nach dem heutigen Stand der
Forschung in dieser öﬀentlichen Gendatenbank annotiert sind. Es wurden ferner nur Ge-
ne mit einem sogenannten RefSeq-Status berücksichtigt. Dieser gibt Auskunft über die
Richtigkeit und Verlässlichkeit der angegebenen Sequenzen und spiegelt das aktuelle Wis-
sen über das Gen und seine Transkripte wieder. Die Status-Level werden Inferred, Model,
Predicted, Provisional, Validated oder Reviewed genannt. Insgesamt wurden 866 Gene in
den acht Kandidatenregionen in die weitere Analyse einbezogen.
In den Kandidatenregionen lagen sowohl einige hypothetische Proteine, als auch zahl-
reiche bisher unbekannte ESTs (expressed sequenced tags). Diese ESTs wurden zwar als
kodierende DNA-Stücke identiﬁziert, ihnen konnte jedoch bisher noch kein Gen zugeord-
net werden. Da diese meist keinen RefSeq-Status besitzen, wurden sie in der Kandida-
tengenanalyse nicht berücksichtigt. Hypothetische Proteine sind, sofern sie eine RefSeq-
Statuszuordnung besitzen, in den Tabellen 3-10 des Anhangs aufgeführt. Da über ihre
Funktion jedoch meist sehr wenig bekannt ist, konnte keine Aussage über eine mögli-
che Rolle als Brustkrebs-verursachendes Gen gemacht werden. Das gleiche gilt für einige
weitere Gene, deren Funktion noch unzureichend geklärt ist. Aufgrund der Unvollstän-
digkeit bekannter Gensequenzen und der unbekannten Funktion vieler Gene besteht die
Möglichkeit, dass das krankheitsverursachende Gen bereits bei der Auswahl der Gene in
den Kandidatenregionen nicht berücksichtigt wurde.
Unter der Annahme, dass der tatsächliche Krankheitslokus in der durchgeführten Kopp-
lungsanalyse zu detektieren ist, wurde eine Strategie zur Identiﬁzierung von möglichen
Kandidatengenen entwickelt. Diese Reduktion der Genanzahl war erforderlich, da es im
Rahmen dieser Arbeit nicht möglich war die 866 Gene in den acht Kandidatenregion auf
eine pathogene Mutation zu sequenzieren. Kandidatengene stellen solche Gene dar, die
in einer Kopplungsregion lagen und deren Funktion oder vielmehr deren Defekt mit dem
Phänotyp der Erkrankung Brustkrebs in Zusammenhang gebracht werden konnte.
Die in dieser Arbeit durchgeführte Kandidatengenanalyse basierte auf einer Datenbank-
und Literaturrecherche, in der alle 866 Gene nach einer möglichen Rolle als Kandidaten-
gene für Brustkrebs bewertet wurden. Hierfür wurde jedem Gen ein Rang von eins bis
vier zugeordnet (vgl. Abschnitt 3.2). Der Rang 1 zeigte an, dass dieses Gen ein potenzi-
elles Kandidatengen für Brustkrebs darstellt. Rang 2 erhielten Gene, die eine mögliche
Rolle in der Krebsentstehung im Sinne eines Tumorgens spielen könnten oder für die eine
Assoziation mit Brustkrebs beschrieben worden war. Gene mit Rang 3 wurden als un-
wahrscheinliche Kandidatengene für Brustkrebs betrachtet, während für Gene mit Rang
4 aufgrund des fehlenden oder unzureichenden Wissens über deren Funktion keine Aus-
sage gemacht werden konnte. 396 Gene ﬁelen in die Kategorie mit Rang 4 und konnten
somit als Kandidatengene für die Brustkrebsprädisposition in der vorliegenden Familie
nicht ausgeschlossen werden. Einen Rang 1 oder 2 erhielten nach dieser Recherche 56
Gene, die als interessante Gene für Brustkrebssuszeptibilität in die Liste der Kandida-
tengen aufgenommen wurden.
Ferner wurden alle 866 Gene nach der Studie von Pujana et al. (2007) [45] bewertet. Diese
arbeitete mit einer Netzwerkmodell-Strategie zur Identiﬁzierung von Genen, die mögli-
cherweise mit einem erhöhten Brustkrebsrisiko assoziiert sind. Im Zentrum der Netz-
werkmodelle standen vier bekannte Tumorsuppressoren für Brustkrebs: BRCA1, BR-
CA2, ATM und CHEK2. Die angewandte Strategie kombinierte Genexpressionsproﬁle
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mit funktionellen genomischen und proteomischen Daten von verschiedenen Spezies. Mit
diesen Daten konnte ein Netzwerk um BRCA1, BRCA2, ATM und CHEK2 aus insgesamt
118 Genen erstellt werden, die durch mehrere hundert potenzielle funktionelle Assozia-
tionen verknüpft sind. Pujana et al. (2007) [45] vermuteten, dass die Komponenten des
Netzwerks in verwandten biologischen Signalwegen wirken und die 114 Gene um BRCA1,
BRCA2, ATM und CHEK2 somit interessante Kandidatengene für Brustkrebsprädispo-
sition darstellen. Neun Gene des komplexen Netzwerks liegen innerhalb der in dieser
Arbeit identiﬁzierten Kopplungsregionen: RAD51C (17q), CD1C (1q), MYBL2 (20q),
UBE2C (20q), PAXIP1L (7q), TFDP1 (13q), DDX39 (19), ILF3 (19) und ZNF43 (19).
Diese neun Gene sind in der Tabelle der 62 Kandidatengene (vgl. Abschnitt 3.2), sofern
sie in der Kandidatengenanalyse nicht den Rang 1 oder 2 erhalten haben, als mögliche
Kandidatengene für Brustkrebssuszeptibilität mit aufgeführt.
Die in dieser Arbeit angewandte Bewertung der Kandidatengene nach ihrem Rang (1 bis
4) und nach den Ergebnissen von Pujana et al. (2007) [45] ermöglichte die Gesamtzahl
der 866 Gene in den acht Kopplungsregionen auf 62 Kandidatengene einzuschränken.
Die Problematik der auf einer Datenbank- und Literaturrecherche basierenden Kandi-
datengenanalyse lag jedoch auch hierbei an der Abhängigkeit vom aktuellen Stand der
Wissenschaft über die Funktion der Gene und an einer möglicherweise falsch erfolgten
Rangzuordnung. Die Methode weist somit einige Fehlermöglichkeiten auf, die zu einer
Identiﬁkation von irrelevanten Kandidatengenen bzw. zum Ausschluss des einzig richti-
gen Krankheitsgens geführt haben könnte. Eine weitere Verfolgung bzw. der Fortschritt
in der Forschung und der Funktionsidentiﬁkation bringt weitere Möglichkeiten der De-
taillierung und Verbesserung der Ergebnisse mit sich.
Zuletzt wurden aus den Kandidatengenen diejenigen ausgewählt, die durch Sequenzana-
lyse auf eine krankheitsverursachende Mutation analysiert werden sollten. Hierfür wur-
den vier Kriterien angesetzt, nach deren Übereinstimmung die Kandidatengene bewertet
wurden (vgl. Abschnitt 3.2). Dies erfolgte ebenfalls durch Datenbank- und Literaturre-
cherche.
Das erste Kriterium war eine mögliche Rolle des Gens als Tumorsuppressor bzw. als
Onkogen. Als klassische Tumorgene wird ihnen bei der Karzinogenese eine wichtige Rol-
le zugeschrieben [2]. Das nächste Kriterium berücksichtigte die Assoziation des Gens
mit Brustkrebs, d.h., dass in Studien eine Expressionsveränderung, Ampliﬁkation oder
LOH des Gens mit Brustkrebs beschrieben worden war. Solche Veränderungen weisen
auf eine mögliche Bedeutung des Gens während der Brustkrebsentstehung hin. Ferner
zeigte die Betrachtung der Funktion verschiedener Suszeptibilitätsgene für Brustkrebs,
dass ein kritischer biologischer Signalweg in der Entstehung dieser Krebsart die Antwort
auf DNA-Schädigung ist. Die bekannten Brustkrebsgene BRCA1 und BRCA2 wirken
als Sensoren von DNA-Schädigung und sind an Reparaturprozessen, u.a. der Reparatur
von DNA-Doppelstrangbrüchen durch homologe Rekombination, beteiligt [21]. Die Sus-
zeptibilitätsgene ATM, CHEK2, PALB2 und BRIP1 interagieren mit BRCA1 und/oder
BRCA2 in diesen Prozessen. So wurde eine mögliche Funktion in der DNA-Reparatur
mit dem dritten Kriterium bewertet. Das vierte Kriterium überprüfte die Funktion des
Gens im Apoptose-Signalweg, in der Proliferation oder in der Zellzyklus-Kontrolle. Po-
sitive Wirkung des Gens auf die Proliferation bzw. negative Wirkung auf die Apoptose
können die Karzinogenese beeinﬂussen.
Durch diese Zuordnung konnte eine Rangordnung innerhalb der Kandidatengene erreicht
werden, die es erleichterte die Auswahl der besten Kandidatengene für die Sequenzie-
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rung zu treﬀen. Fünf Gene erfüllten mindestens drei der aufgestellten Kriterien:
BRIP1
BRIP1 ist ein bekanntes Suszeptibilitätsgen für Brustkrebs mit mäßiger Penetranz (vgl.
Abschnitt 1.2.3). Es stellte somit das beste Kandidatengen für den in der untersuchten
Familie auftretenden Brustkrebs dar. Dieses Gen war bereits im Vorfeld der Arbeit durch
Sequenzanalyse für Person III-9 untersucht worden. Es konnten jedoch keine pathogenen
Veränderungen der DNA-Sequenz gefunden werden.
RAD51C/RAD51L2
Die homologe Rekombination ist ein wichtiger Mechanismus der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrüchen. Die RAD51C-Funktion wird benötigt für normale Proliferation
und spielt eine Rolle in der RAD51-vermittelten homologen Rekombination. Es wird
vermutet, dass RAD51C mit der Lösung der Holliday junctions, dem letzten Schritt im
Reparaturprozess der homologen Rekombination, assoziiert ist und auch eine Funktion
in der frühen Phase dieser hat [47, 48]. Ferner ist RAD51C wichtig für die Aufrechterhal-
tung der korrekten Zentrosomenanzahl während der Mitose. Der Verlust einer korrekten
Chromosomensegregation ist häuﬁg mit der Entstehung von Krebs assoziiert. RAD51C
verhindert vermutlich die Entstehung zellulärer Aneuploidie und ist ein potenzielles Tu-
morsuppressorgen [49].
BRCA1 und BRCA2, die ebenfalls in der DNA-Reparatur durch homologe Rekombinati-
on wirken, sind auch mit Aufrechterhaltung der Zentrosomenanzahl assoziiert. RAD51C
wirkt in ähnlichen zellulären Prozessen wie BRCA1 und BRCA2 und stellt damit ein
sehr interessantes Kandidatengen für Brustkrebssuszeptibilität dar. Es entsprach in der
Kandidatengenanalyse denselben drei Kriterien wie das BRIP1-Gen und wurde zusätz-
lich von Pujana et al. (2007) [45] als Komponente des komplexen Netzwerks um BRCA1,
BRCA2, ATM und CHEK2 identiﬁziert.
SLC9A3R1/NHERF1
Das Gen SLC9A3R1 kodiert für ein Protein, das den epithelialen Na+/H+-Austauscher
Isoform 3 inhibitorisch reguliert. Ferner interagiert das Genprodukt mit dem putativen
Bruskrebs- oder Metastasensuppressor SYK und mit MERLIN, dem Produkt des Neuro-
ﬁbromatose 2 (NF2) Tumorsuppressorgens [50]. Mutationen im NHERF1-Gen begleitet
von LOH des zweiten Allels sind in Brustkrebszelllinien und primären Mammakarzino-
men gefunden worden. Diese Mutationen verhinderten oder schwächten eine Interaktion
mit SYK oder MERLIN ab [51]. Die biologische Aktivität von NHERF1 steht in der
Brustdrüse vermutlich mit dem PTEN-Signalweg in Verbindung [52]. NHERF1 könnte
ein mögliches Tumorsuppressorgen für Brustkrebs sein, das mit dem SYK- und MERLIN-
Suppressor verbunden ist. Die Tumorsuppressoraktivität in der Brust könnte auch durch
einen regulatorischen Eﬀekt auf die Zellzyklusprogression begründet sein [53]. SLC9A3R1
erfüllte drei Kriterien der Kandidatengenanalyse. Es stellt ein mögliches Kandidatengen
für einen Tumorsuppressor in der Brust dar.
PYHIN1/IFIX
PYHIN1 kodiert für ein Protein der HIN-200 Proteinfamilie, die durch Interferon indu-
ziert wird. Die Expression des Gens ist in vielen Mammakarzinomen und Brustkrebs-
zelllinien reduziert. Untersuchungen der längsten Isoform IFIXa1 zeigten, dass dessen
Expression mit Wachstumsinhibition, Suppression der Transformation und Tumorgenese
assoziiert ist. IFIXa1 fungiert als Tumorsuppressor [54, 55]. Es entsprach drei Kriterien
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in der Kandidatengenanalyse.
ING1
ING1-Proteine wirken in verschiedenen zellulären Prozessen, einschließlich der Unter-
drückung von Zellwachstum und Proliferation, Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur, Apop-
tose und der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität. Sie sind assoziiert mit TP53
in der Aktivierung von p21, dessen Genprodukt den p53-abhängigen Zellzyklusarrest
vermittelt. Ferner haben ING1-Proteine eine wichtige Rolle in der transkriptionalen
Regulation der Expression verschiedener Gene. Sie können die Transkription des pro-
apoptotische Bax-Gens aktivieren und damit die Apoptose fördern. Eine Funktion ist wei-
ter die Interaktion mit DNA-Reparaturfaktoren, die der Beseitigung von UV-induzierten
DNA-Läsionen dient. Isoform ING1b ist ein wichtiger Faktor der Nukleotid- Exzisionsre-
paratur [56, 57]. Im Mammakarzinom wird selten eine Alteration des ING1-Gens, jedoch
häuﬁg eine Herunterregulierung der nukleären Expression beobachtet. ING1 ist ein Tu-
morsuppressorgen, dessen Verlust oder Inaktivierung zu veränderter Zellwachstumskon-
trolle, Apoptoseresistenz und sogar einem immortalen Tumorphänotyp führen kann [58].
Dieses Gen stellt ebenfalls ein interessantes Kandidatengen für Brustkrebsprädisposition
dar.
Die Sequenzanalyse ist eine Methode um in Kandidatengenen nach patientenspeziﬁschen
Mutationen zu suchen. Ein Kandidatengen ist an der Pathogenese einer Erkrankung be-
teiligt, wenn es bei erkrankten Individuen eine Mutation trägt, die bei nicht betroﬀenen
Individuen nicht vorkommt. Eine Mutation, die nur bei betroﬀenen Frauen der Familie zu
ﬁnden ist, würde darauf hinweisen, dass dieses Gen wahrscheinlich der Krankheitslokus
ist. Um jedoch letzten Endes die Authentizität des Kandidatengens begründen zu kön-
nen, muss das mutierte Allel nicht nur mit der Krebsprädisposition segregieren, sondern
auch zur Entstehung der bösartigen Neubildung beitragen. Es muss geklärt werde, in-
wiefern die gefundene Sequenzveränderung pathogen ist. Dafür sind funktionelle Studien
durchzuführen.
Die Methode der Sequenzierung ermöglicht die Detektion von Punktmutationen, kurzen
Deletionen, Insertionen, Inversionen und Frame-Shift-Mutationen. Mit Ausschluss einer
Mutation innerhalb der Exone der untersuchten Kandidatengene ist die Beteiligung des
jeweiligen Gens an der Auslösung eines Mammakarzinoms dennoch nicht vollkommen
ausgeschlossen. Liegt ein großes genomisches Rearrangement vor, ist die Grenze dieser
Methode erreicht. Bei heterozygoter Deletion ganzer Exone zeigt sich in der Sequenzana-
lyse die Basenabfolge des gesunden Allels, die keinen Hinweis auf eine Mutation trägt.
Ebenfalls schwer erkennbar ist die Inversion eines ganzen Exons, wenn die intronischen
Regionen, an die das Primerpaar bindet, ebenfalls von dieser betroﬀen sind. Ist solch ein
Rearrangement in der untersuchten Familie verantwortlich für die Brustkrebsprädisposi-
tion, konnte der Krankheitslokus mit der angewandten Methode nicht gefunden werden.
Die untersuchten kodierenden Exone der Kandidatengene RAD51C, PYHIN1, ING1 und
SLC9A3R1 wurden als vollständig ausgewertet betrachtet, wenn für wenigstens eine be-
troﬀenene Person und für die Kontrollperson die DNA-Sequenz mindestens 20 bp vor
und hinter dem Exon-Intron-Übergang entweder durch den Forward- oder den Reverse-
Primer lesbar war. Dieser minimal analysierte intronische Bereich deckt die bekannten
Spleißakzeptor- und Spleißdonor-Konsensus-Sequenzen ab. Durch das Spleißen werden
die Introne entfernt und die angrenzenden Exone miteinander zu einer fertigen mRNA
verknüpft. Mutationen in einem Intron haben keinen direkten Eﬀekt auf die Sequenz
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des Proteins, das durch ein Gen kodiert wird. Mutagenese kann jedoch überall im In-
tron kryptische Spleißstellen aktivieren, die zu einem modiﬁzierten Prozessieren der prä-
mRNA führen. Die so entstehenden RNAs kodieren für veränderte Proteine und können
ursächlich für eine Erkrankung sein [3]. Die Bewertung einer intronisch gefundenen Mu-
tation bereitet somit zusätzliche Probleme. Da lediglich die Exone der Gene sequenziert
wurden, kann über mögliche intronische Mutationen keine Aussage gemacht werden.
Zusätzlich ist die Transkription vieler Gene sehr streng reguliert. So verfügen die Gene
über einen meist am 5`-Ende der kodierenden Sequenz gelegenen Abschnitt, der die be-
nötigte Basensequenz für die Bindung des Initiationskomplexes der Transkription sowie
für zusätzliche regulatorische Transkriptionsfaktoren enthält. Dieser wird als Promotor
bezeichnet. Die speziﬁschen Bereiche der Promotorregion werden TATA-Box (-20 bp),
GC-Box (-60 bp und -100 bp), CAAT-Box (-80 bp) und Oktamer (-120 bp) genannt [3].
Mutationen in diesen Bereichen wurden in dieser Arbeit nicht explizit untersucht.
Da die Analyse des Stammbaums der untersuchten Familie einen autosomal dominant
vererbten genetischen Defekt vermuten lässt, kann man davon ausgehen, dass alle Be-
troﬀenen und Überträger des Gendefekts die verursachende Mutation in der untersuch-
ten DNA peripherer Blutzellen nur in einer ihrer homologen DNA-Sequenzen aufwei-
sen. Gesunde Kontrollpersonen sollten diese Mutation nicht tragen. Es konnte für die
sequenzierten Exone keine Mutation im Vergleich zu einem gesunden Individuum und
der Gensequenz der Genomsequenz hg18 der UCSC Genome Bioinformatics Datenbank
gefunden werden, die dieses Kriterium erfüllt. Bei den gefundenen vier Sequenzverände-
rungen (vgl. Abschnitt 3.3) handelt es sich jeweils um bekannte polymorphe SNPs. Für
das BRIP1 Gen waren bereits im Vorfeld der Arbeit die 20 Exone inklusive der angren-
zenden intronischen Bereiche für Person III-9 sequenziert worden. Es konnte ebenfalls
keine pathogene Veränderung nachgewiesen werden. Es fanden sich lediglich fünf häuﬁg
vorkommende Polymorphismen in Intron 8 (IVS891_92delT), Intron 9 (IVS9ß109G>A),
Intron 13 (IVS13-47G>C), Exon 19 (c.2757T>C) und Exon 20 (c.4501T>C), jeweils he-
terozygot.
Der genetische Defekt, der in der Familie ursächlich für den familiär auftretenden Brust-
krebs ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht identiﬁziert werden. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass für BRIP1, RAD51C, PYHIN1, ING1 und SLC9A3R1 die
krankheitsverursachende Mutation mit der Methode der Sequenzierung nicht detektiert
werden konnte. Sie stellen weiterhin Kandidatengene für den in der Familie auftretenden
Brustkrebs dar.
Familienbasierte Kopplungsstudien sind sehr erfolgreich in der Identiﬁzierung von Ge-
nen, die einer monogenetisch verursachten Erkrankung zugrunde liegen. Jedoch waren
Versuche weitere Gene zu identiﬁzieren, die mit einem erhöhten Brustkrebsrisiko ähnlich
BRCA1 oder BRCA2 einhergehen, bis heute erfolglos. Im Folgenden werden die in die-
ser Arbeit gefundenen acht Kandidatenregionen für Brustkrebssuszeptibilität mit denen
anderer Studien verglichen.
Verlust der Heterozygosität- (loss of heterozygosity, LOH) und Kopplungsdaten ließen
Kerangueven et al. (1995) [59] die chromosomale Region 8p12-p22 als Lokus vermu-
ten, der Tumorsuppressoren enthält. Seitz et al. (1997) [60] beobachtete für zwei deut-
sche Brustkrebsfamilien ein positives Kopplungssignal für diese Region. Bei Kainu et al.
(2000) [61] wurde unter Anwendung vergleichender genomischer Hybridisierung (compa-
rative genomic hybridization, CGH) 13q21 als möglicher Brustkrebssuszeptibilitätslokus
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propagiert. Keiner dieser Loki wurde von Rahman et al. (2000) [62] bzw. Thompson et
al. (2002) [63] bestätigt. Auch in der vorliegenden Arbeit gehören die Regionen 8p12-p22
und 13q21 nicht zu den Kandidatenregionen.
Huusko et al. (2004) [64] identiﬁzierten mit Hilfe einer genomweiten Kopplungsanalyse,
die 14 ﬁnnische Brustkrebsfamilien negativ für eine Mutation in den Genen BRCA1 oder
BRCA2 einschloss, einen möglichen Suszeptibilitätslokus in der chromosomalen Region
2q24-q33 (NPLOD 3,20) und einen weiteren in 9q21 (LOD 1,12). In der Studie von Berg-
man et al. (2007) [65] zeigte die Analyse von 14 schwedischen nicht-BRCA1/2-Familien
(1 große und 13 kleine bis mittelgroße Brustkrebsfamilien) die chromosomale Region
10q23.32-q25.3 (HLOD 2,34) als wahrscheinlichsten Lokus für eine Kopplung an. Zwei
weitere Regionen wurden bei 12q14-q21 (HLOD 2,16) und 19p13.3-q12 (HLOD 2,10)
identiﬁziert. Die große Brustkrebsfamilie allein erreichte einen LOD > 1,5 für die schon
beschriebenen Kandidatenregionen auf 10q23.32-q25.3 (HLOD 1,66) und 19q13.12-q13.32
(HLOD 1,52), sowie einen weiteren für die Region 17p13 (HLOD 1,51). Bei Ausschluss
der großen Familie aus der Berechnung wurde das wahrscheinlichste Kopplungssignal am
19p13-q12 Lokus (HLOD 2,10) erreicht, gefolgt von einem HLOD von 1,91 bei 16p13.2-
q12.1. Der Kandidatenlokus 19p13.3-q12 für die 14 schwedischen Familien stimmt mit
der zweit-wahrscheinlichsten Region für Kopplung bei der in dieser Arbeit untersuchten
Familie überein. Diese erreichte in der parametrischen Kopplungsanalyse für die chro-
mosomale Region 19p13.2-q12 einen maximalen multipoint LOD-Wert von 2,444. Der
genaue Überlappungsbereich kann nicht angegeben werden, da Bergman et al. (2007) [65]
die exakten Grenzen der Kopplungsregionen nicht bestimmten. Das Ergebnis lässt jedoch
vermuten, dass die Region 19p13.3-q12 ein Suszeptibilitätsgen für Brustkrebs enthält, das
in diesen Familien für die Entstehung der Erkrankung verantwortlich sein kann. Diese
Überlappung könnte ein interessanter Angriﬀspunkt für weitere Arbeiten darstellen. Die
anderen Kandidatenregionen der ﬁnnischen und schwedischen Studie konnten in dieser
Arbeit nicht bestätigt werden. Sie können jedoch speziﬁsch entweder für die ﬁnnische
oder die schwedische Population sein.
Smith et al. (2006) [66] führten eine kombinierte Analyse von genomweiten Kopplungs-
untersuchungen mit einer Gesamtzahl von 149 Brustkrebsfamilien durch. Es wurden nur
Familien kaukasischen Ursprungs mit mindestens drei Brustkrebsdiagnosen unter einem
Alter von 60 Jahren in die Studie miteinbezogen. Wenigstens eine Erkrankte musste im
Vorfeld negativ auf pathogene Mutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2 getestet
worden sein. Der höchste HLOD-Wert von 1,80 wurde in der parametrischen Analy-
se unter Annahme eines dominanten Modells für die chromosomale Region 4q erreicht.
Weitere Regionen mit einem LOD > 1 wurden auf den Chromosomen 2p (HLOD 1,21;
NPLOD 1,10), 5 (HLOD 1,04), 14 (NPLOD 1,56) und 22 (HLOD 1,15) identiﬁziert. Bei
Einschränkung der Analyse auf diejenigen Familien mit mindestens vier Brustkrebser-
krankungen, die alle unter einem Alter von 50 Jahren diagnostiziert wurden, zeigte sich
die wahrscheinlichste Kandidatenregion auf 2p (HLOD 2,38). Ein HLOD > 1 wurde in
dieser Gruppe auf drei weiteren Chromosomen erreicht: 4 (HLOD 1,57), 10 (HLOD 1,12)
und 22 (HLOD 1,43). Obwohl die Anzahl der analysierten Familien sehr groß war, konn-
te keine Region identiﬁziert werden, die dem klassischen Signiﬁkanzkriterium von einem
LOD-Wert > 3,0 entsprach. Das Fehlen eines signiﬁkanten Kopplungssignals ist in die-
ser Studie vermutlich auf Heterogenität der untersuchten Familien zurückzuführen. Um
additionale Brustkrebssuszeptibilitätsgene zu detektieren, scheint es essenziell, die gene-
tische Heterogenität zu reduzieren. Keine in dieser Arbeit gefundene Kandidatenregion
überlappt mit denen in der Analyse von Smith et al. (2006) [66] gefundenen Regionen.
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Jedoch wurde durch die Analyse von nur einer Familie das Problem der genetischen He-
terogenität wahrscheinlich umgangen.
Gonzalez-Neira et al. (2007) [46] führten eine genomweite Kopplungsanalyse in 19 nicht-
BRCA1/2-Brustkrebsfamilien durch. Sie identiﬁzierten fünf mögliche Kandidatenregio-
nen auf den Chromosomenabschnitten 2p22.2 (NPLOD 2,26), 4p14-q12 (NPLOD 2,29),
7q21.11-q21.3 (NPLOD 2,56), 11q13.5-q14.3 (NPLOD 2,21) und 14q21.1-q21.3 (NPLOD
2,25). Auch diese möglichen Kandidatenregionen für Brustkrebssuszeptibilität konnten
in der hier durchgeführten Kopplungsanalyse nicht bestätigt werden.
Die Regionen auf den Chromosomen Xq, 17q, 1q, 20q, 7q, 8p und 13q wurden in dieser
Arbeit erstmals als Kandidatenregionen für Brustkrebssuszeptibilität beschrieben.
Die Gene BRCA1 und BRCA2 sind für 16% des familiär bedingten Risikos für Brust-
krebs verantwortlich [14]. Mutationen in diesen beiden Genen waren bereits im Vorfeld
der Arbeit durch DHPLC-Analyse und direkte Sequenzierung für die Personen III-5,
III-6 und III-9 ausgeschlossen worden. Die chromosomalen Regionen des BRCA1- und
BRCA2-Gens sollten damit auch keinen Hinweis auf Kopplung in der durchgeführten
Analyse zeigen. Ein positiver LOD deutet auf Kopplung hin, ein negativer Wert dage-
gen auf Abwesenheit von Kopplung. Bei einem LOD-Wert < -2 kann die Kopplung der
Marker mit dem Krankheitslokus signiﬁkant ausgeschlossen werden [3]. Die Überprüfung
des BRCA1-Lokus in der Output-Datei der parametrischen Merlin-Analyse zeigte, dass
die zugehörige chromosomale Region in den durchgeführten Kopplungsanalysen mit In-
dividuum III-5 und III-6 unknown einen negativen mLOD-Wert < -2 besaß. Für das
BRCA1-Gen wurde bei der Analyse mit Individuum III-1 auf unknown gesetzt ein ma-
ximaler mLOD von -0,923 erreicht (III-7 unknown: mLOD 5 −1, 845; III-9 unknown:
mLOD 5 −1, 823; III-10 unknown: mLOD 5 −1, 837). Für den BRCA2-Lokus konnte
mit einem mLOD-Wert < -2 in allen Analysen eine Kopplung deﬁnitiv ausgeschlossen
werden. Ein Fehlen jeglicher Kopplung zu BRCA1 und BRCA2 war somit in der dieser
Arbeit zugrunde liegenden Analyse nachweisbar.
4.1 Bilanz und Ausblick
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine genomweite Kopplungsanalyse für das autosomal
dominant vererbte Mammakarzinom durchgeführt. Durch die Analyse einer Brustkrebs-
Familie konnten acht interessante Kopplungsregionen bestimmt werden. Keine dieser Re-
gionen erzielte einen signiﬁkanten LOD-Wert, was jedoch auf die Größe und Struktur der
untersuchten Familie zurückzuführen ist. Die Kandidatenregion 19p13.2-q12 war bereits
in der Analyse von Bergman et al. (2007) [65] gefunden worden. Die chromosomalen Be-
reiche Xq27.2-q28, 17q21.33-q25.1, 1q23.1-q23.3, 20q12-q13.2, 7q36.2-q36.3, 8p23.3 und
13q32.1-q34 wurden in dieser Arbeit erstmals als Kandidatenregionen für Brustkrebs-
suszeptibilität beschrieben. Im Anschluss an die Identiﬁkation der Kopplungsregionen
wurde in den acht Kandidatenregionen nach möglichen Kandidatengenen für die Erkran-
kung Brustkrebs gesucht. Fünf der 62 identiﬁzierten möglichen Kandidatengene (BRIP1
(17q), RAD51C (17q), SLC9A3R1 (17q), PYHIN1 (1q) und ING1 (13q)) wurden durch
eine Sequenzierung der kodierenden Exone analysiert. Es konnte jedoch keine krankheits-
assoziierte Mutation aufgedeckt werden.
Ausgehend von den vorliegenden Ergebnissen stellt sich zunächst die Frage nach der
Richtigkeit der gefundenen Kopplungsregionen. Durch Einbeziehung weiterer Mitglieder
der Familie aus fünfter Generation könnten falsch positive Kandidatenregionen ausge-
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schlossen werden. Bis in dieser Generation jedoch eine Diagnose Brustkrebs gestellt wird,
können noch einige Jahre vergehen. Eine andere Möglichkeit ist, die weiteren 57 Kan-
didatengene einer Mutationssuche zu unterziehen. Es muss auch weiterhin beobachtet
werden, ob neue Kandidatengene innerhalb der hier ermittelten Kopplungsregionen ge-
funden werden. Hierfür ist es unentbehrlich in regelmäßigen zeitlichen Abständen die
Gendatenbanken erneut zu analysieren, um zwischenzeitlich identiﬁzierte Gene in die
Liste der Kandidatengene aufnehmen zu können. Schließlich sollten weitere Methoden
der Identiﬁkation einer vorhandenen Mutation, die möglicherweise außerhalb der in die-
ser Arbeit sequenzierten Exone liegt, angestrebt werden.
Obwohl neu gefundene Suszeptibilitätsgene für Brustkrebs wahrscheinlich nur für eine
kleine Fraktion der nicht-BRCA1/2-Brustkrebsfamilien verantwortlich sein werden, ist
deren Identiﬁzierung von großem wissenschaftlichen Wert um die zellulären Vorgänge,
die zur Entstehung von Brustkrebs führen, besser zu verstehen. Das Wissen ist auch
vor allem für die Trägerfamilien von großer Bedeutung, da die Identiﬁkation eines neuen
Suszeptibilitätsgens ermöglichen würde Risikopatientinnen in engmaschige Vorsorgepro-
gramme zu integrieren und ihnen frühzeitig die bestmöglichen Therapie- und Behand-
lungsprogramme anzubieten.
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In der vorliegenden Arbeit standen Blutproben einer großen Brustkrebs-Familie mit meh-
reren betroﬀen Familienmitgliedern, die negativ auf Mutationen in den beiden Brust-
krebsgenen BRCA1 und BRCA2 getestet wurden, zur Verfügung. Damit wurde eine
genomweite Kopplungsanalyse mit einem anschließenden positionellen Kandidatengen-
ansatz zur Auﬃndung der genetischen Ursache des Mammakarzinoms in dieser Familie
durchgeführt. Die elf zur Verfügung stehenden DNA Proben wurden mit dem GeneChip
Human Mapping 50K Array XbaI 240 der Firma Aﬀymetrix genotypisiert. Insgesamt
wurden 35.642 Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) über alle Chromosomen verteilt
in die Kopplungsanalyse einbezogen.
Die Stammbaumanalyse der Familie lässt vermuten, dass der zugrunde liegende gene-
tische Defekt für das Mammakarzinom dominant vererbt wird. Entsprechend wurde
die parametrische Kopplungsanalyse unter dieser Annahme, jedoch auch unter nicht-
parametrischen Modellen, durchgeführt. Unter Zugrundelegung eines dominanten Defekts
zeigten sich die höchsten Kopplungssignale in den chromosomalen Regionen Xq (mLOD
1,8) und 17q (mLOD 1,35). Bei Berücksichtigung von sporadischen Phänokopien in der
Familie konnten sieben Kopplungsregionen mit einem LOD-Wert > 1,4 auf den Auto-
somen identiﬁziert werden. Diese lagen auf den Chromosomen 1q (mLOD 1,949), 17q
(mLOD 1,819), 20q (mLOD 2,066), 7q (mLOD 1,465), 8p (mLOD 2,654), 13q (mLOD
2,429) und 19 (mLOD 2,444). Die in der parametrischen Kopplungsanalyse identiﬁzier-
ten acht Kandidatenregionen zeigten jeweils auch in der nicht-parametrischen Analyse
die besten Ergebnisse. Keine der möglichen Kopplungsregionen erzielte einen signiﬁkan-
ten LOD-Wert, was jedoch aufgrund der Struktur und Größe der untersuchten Familie
und der damit eingeschränkten statistischen Aussagekraft nicht erwartet werden konnte.
Im Rahmen einer Haplotypenanalyse wurden die segregierenden krankheitsspeziﬁschen
Haplotypen identiﬁziert. Diese wurden anschließend durch die Genotypisierung von Mikro-
satelliten-Markern bestätigt und in einigen Fällen weiter eingegrenzt. Die chromosoma-
len Bereiche Xq27.2-q28, 17q21.33-q25.1, 1q23.1-q23.3, 20q12-q13.2, 7q36.2-q36.3, 8p23.3
und 13q32.1-q34 wurden in dieser Arbeit erstmals als Kandidatenregionen für Brustkrebs-
suszeptibilität beschrieben. Die Kandidatenregion 19p13.2-q12 war bereits in der Analyse
von Bergman et al. (2007) [65] aufgefunden worden.
Nach der Identiﬁzierung der Kopplungsregionen wurde in den jeweiligen chromosoma-
len Bereichen nach möglichen Kandidatengenen für Brustkrebs gesucht. Die Gesamtzahl
von 866 Genen in den acht Kopplungsregionen konnte durch eine Reihe bioinformati-
scher Verfahren auf 62 Kandidatengene eingeschränkt werden. Fünf der 62 identiﬁzierten
Kandidatengene (BRIP1, RAD51C, PYHIN1, ING1 und SLC9A3R1) wurden durch eine
Sequenzierung der kodierenden Exone analysiert. Es konnte jedoch keine krankheitsas-
soziierte Mutation gefunden werden.
Ungeachtet der systematischen Vorgehensweise konnte der genetische Defekt, der in der
untersuchten Familie für das familiäre Auftreten von Brustkrebs verantwortlich ist, im
Rahmen dieser Arbeit nicht identiﬁziert werden. Dies zeigt unter anderem die häuﬁge
Problematik des positionellen Kandidatengenansatzes bei Krankheiten mit komplexer
Ätiologie, der sich in seiner Analyse auf einzelne (kleine) Familien beschränken muß.
Die Arbeit wurde in dem Zeitraum zwischen Oktober 2007 und April 2008 am Insti-
tut für Humangenetik der Universität Regensburg durchgeführt.
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8.1 Abkürzungen
A Adenin
AT Ataxia teleangiectasia
ATM Ataxia teleangiectasia mutated protein
BACH1 BRCA1-interagierendes Protein C-terminale Helicase 1
bp Basenpaar(e)
BRCA1 Breast cancer Typ 1 Suszeptibilitätsprotein
BRCA2 Breast cancer Typ 2 Suszeptibilitätsprotein
BRIP1 BRCA1-interagierendes Protein 1
bzw. Beziehungsweise
C Cytosin
°C Grad Celsius
CDH1 Cadherin 1, E-cadherin (epithelial)
CD1C CD1C Antigen
CGH Comparative genomic hybridization
CHEK2 Checkpoint kinase 2
CS Cowden Syndrom
CSP8 Caspase 8
cM Centi-Morgan
dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytosintriphosphat
ddNTP Didesoxynukleotid
ddATP Didesoxyadenosintriphosphat
ddCTP Didesoxycytosintriphosphat
ddGTP Didesoxyguanidintriphosphat
ddTTP Didesoxythymidintriphosphat
DDX39 DEAD box protein 39
dGTP Desoxyguanidintriphosphat
d.h. Das heißt
DHPLC Denaturating High Performance Liquid Chromatography
DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP Desoxynukleotid
dTTP Desoxythymidintriphosphat
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EST Expressed sequenced tag
FA Fanconi Anämie
FGFR2 Fibroblast growth factor receptor 2
g Gramm
G Guanin
H0 Nullhypothese
H1 Hypothese 1
H2O Wasser
HCl Chlorwasserstoﬀ
HDGCS Hereditäres diﬀuses Gastric Cancer Syndrom
IBD Identical by descent
IBS Identical by state
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IFIX Interferon-inducible Protein X
ILF3 Interleukin enhancer-binding factor 3
ING1 Inhibitor of growth Protein 1
kb Kilobase
KCl Kaliumchlorid
L Likelihood
l Liter
LFS Li-Fraumeni Syndrom
LKB1 Serine/threonine-protein kinase 11
LOD Logarithm of the odds
LOH Loss of heterozygosity
LSP1 Lymphocyte-speciﬁc protein 1
M Molar (mol/l)
MAP3K1 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1
Mb Megabase
MgCl2 Magnesiumchlorid
MgSO4 Magnesiumsulfat
min Minute(n)
ml Milliliter
MLH1 MutL protein homolog 1
mLOD multipoint LOD-Wert
mM Millimolar
mögl. Mögliche/möglicher/mögliches
MSH2 MutS Proteinhomolog 2
MYBL2 V-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog-like 2
µl Mikroliter
NaAc Natriumacetat
ng Nanogramm
NHERF1 Na+/H+ exchange regulatory cofactor
nM Nanomolar
NOL Nicht-parametrischer LOD-Wert
NOLOD Nicht-parametrischer LOD-Wert
p Kurzer Arm des Chromosoms
PALB2 Partner and localizer of BRCA2
PAXIP1L PAX-interacting protein 1
PCR Polymerase chain reaction
PJS Peutz-Jeghers Syndrom
PYHIN1 Pyrin and HIN domain family member 1
pMol Pikomol
PTEN Phosphatase and tensin homolog
p53 Tumorprotein 53
q Langer Arm des Chromosoms
R Likelihood ratio, odds ratio
RAD51 DNA-Reparaturprotein RAD51 homolog 1
RAD51C RAD51 homolog C
RAD51L2 RAD51-like protein 2
Rb1 Retinoblastoma Suszeptibilitätsprotein 1
rpm Rounds per minute
sec Sekunde(n)
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SLC9A3R1 Solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger),
Isoform A3 regulatory factor 1
SNP Single nucleotide polymorphism
SSR Simple sequence repeat
STK11 Serine/threonine-protein kinase 11
STR Short tandem repeat
T Thymin
TA Annealingtemperatur
Tm Schmelztemperatur
TFDP1 Transcription factor Dp-1
TOX3 TOX high mobility group box family member 3
TP53 Tumorprotein 53
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
θ (theta) Rekombinationsfraktion
v.a. Vor allem
U Unit, Maßeinheit der Enzymaktivität
UBE2C Ubiquitin-conjugating enzyme E2 C
UK United Kingdom
Z(θ) LOD-Wert in Abhängigkeit von θ
Zmean Nicht-parametrische LOD-Wert in Merlin Outputdatei
ZNF43 Zinkﬁnger Protein 43
ω Abstand auf genetischer Karte
8 ANHANG 79
8.2 Auswertungen
Tabelle 1: Mikrosatelliten-Marker
Tabelle 2: Sequenzierte Exone
Tabelle 3: Gene in der Kandidatenregion Xq27.2-q28 (140384457-154913754)
Tabelle 4: Gene in der Kandidatenregion 17q21.33-q25.1 (46654293-70734460)
Tabelle 5: Gene in der Kandidatenregion 1q23.1-q23.3 (156199127-160592447)
Tabelle 6: Gene in der Kandidatenregion 20q12-q13.2 (40749905-49190813)
Tabelle 7: Gene in der Kandidatenregion 7q36.2-q36.3 (153661756-156156741)
Tabelle 8: Gene in der Kandidatenregion 8p23.3 (1-2117883)
Tabelle 9: Gene in der Kandidatenregion 13q32.1-q34 (96484285-114142980)
Tabelle 10: Gene in der Kandidatenregion 19p13.2-q12 (10556621-35934942)
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